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Resum 
El present projecte té com a objectiu principal mesurar la qualitat ecològica d’uns sòls 
naturals amb presència de mercuri i altres metalls pesants procedents del districte miner 
d’Almadén (Ciudad Real, Espanya). A tal efecte, s’ha realitzat un estudi ecotoxicològic tant 
del medi terrestre com dels seus lixiviats a fi d’avaluar els perills que els metalls presents en 
el sòl representen tant pel medi terrestre com per a l’aquàtic. Els assaigs que conformen 
l’estudi ecotoxicològic són els següents: Assaigs d’allunyament, de reproducció i de toxicitat 
aguda amb cucs de terra Eisenia fetida, assaigs d’allunyament i de toxicitat aguda amb 
col·lèmbols Folsomia candida, assaig d’inhibició de la germinació i creixement de les llavors 
de les plantes terrestres de tres espècies diferents (Lollium perenne, Brassica rapa i 
Trifolium pratense), assaig d’inhibició del creixement d’algues unicel·lulars Selenastrum 
capricornutum (actualment Pseudokirchneriella subcapitata)  i, finalment, assaig de toxicitat 
aguda amb cladòcers Daphnia magna. Les pautes per la realització de tots els assaigs s’han 
adoptat de normatives OECD (Organization of Economic Cooperation and Development), 
ISO (International Standard Organisation) o UNE  (Norma Espanyola) . 
El procés de lixiviació del mercuri no ha aconseguit recuperar una quantitat de mercuri 
superior a l’1% de la concentració total a les mostres de sòl i en canvi l’eficiència de la  
lixiviació arriba fins al 35% en el cas del crom i fins al 8% en el cas del zinc. Els resultats 
obtinguts dels assaigs amb medi terrestre mostren una baixa toxicitat tant pels cucs de terra 
com pels col·lèmbols degut a la baixa disponibilitat del mercuri a les mostres. No obstant, 
l’assaig d’allunyament amb col·lèmbols sí permet obtenir uns percentatges significatius de 
repulsió. L’assaig amb plantes terrestres tampoc no mostra diferències significatives entre 
els efectes de cada sòl però, en canvi, sí que es troben diferències significatives entre 
espècies. Pel que fa als resultats dels assaigs amb medi aquàtic, només el d’algues mostra 
sensibilitat a la presència de metalls pesants al medi i es troba una CI50 (72h) per a cada 
lixiviat expressades en (volum de lixiviat/ volum total de dissolució) de: 5,9 (control); 13,9 
(Entredicho); 7,8 (Almadén); 18,8 (Almadenejos) i 4,5 (Las Cuevas). 
La principal conclusió que s’extreu d’aquest estudi és que tot i l’elevada concentració de 
mercuri en alguns dels sòls estudiats és la disponibilitat dels metalls al sòl la que en 
determina la toxicitat. Una altra conclusió és que no totes les espècies ni tots els assaigs 
mostren la mateixa sensibilitat davant d’una mateixa situació. En concret, l’espècie més 
sensible per la detecció de mercuri al medi terrestre ha estat el col·lèmbol Folsomia candida 
en l’assaig d’allunyament i en el cas del medi aquàtic ha estat l’alga unicel·lular Selenastrum 
capricornutum (actualment Pseudokirchneriella subcapitata) en l’assaig d’inhibició del 
creixement.  
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1. Glossari 
• DEFINICIONS 
Absorbància: Valor numèric de l’absorció que es produeix quan la llum o qualsevol altra 
energia radiant travessa una substància. 
Adsorció: Unió d’una substancia a la superfície d’una altra, mitjançant forces físiques o 
químiques dèbils. 
Aigua destil·lada: L’aigua que ha estat tractada en un equip de destil·lació per treure 
impureses. 
Bioacumulació: Capacitat d’un organisme per concentrar una substància directament del 
medi ambient o indirectament a través dels aliments. 
Biodisponibilitat: Mesura del grau al qual la dosi d’una substància es fa fisiològicament 
disponible als teixits de l’organisme, depenent dels índexs d’absorció, distribució, 
metabolisme i excreció.  
Biodiversitat: Contingut viu de la Terra en el seu conjunt, tot allò que viu al oceans, les 
muntanyes i els boscos. Es troba a tots els nivells, des de la molècula d’ADN als 
ecosistemes i la biosfera. Tots els sistemes i entitats biològiques es troben interconnectats i 
són interdependents. La importància de la biodiversitat recau en que ens facilita els serveis 
essencials: protegeix i manté els sòls, regula el clima i fa possible la biosíntesi.  
Bioindicadors: Éssers vius que proporcionen informació (generalment qualitativa) sobre el 
control o el funcionament d’un sistema d’estudi. 
Capacitat de retenció d’aigua:  Es refereix a la quantitat màxima d’aigua que un sòl pot 
retenir fins a la saturació completa. Usualment s’expressa com el percentatge d’aigua (en 
massa). 
Clitel·li: Anell carnós o teixit glandular que es troba a prop de la meitat del cos dels cucs de 
terra. És la característica més visible d’un cuc de terra adult i es torna prominent en individus 
sexualment madurs. 
Compost inorgànic: Compost químic que no forma part fonamental de la matèria orgànica. 
La gran majoria no conté carboni. 
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Ecosistema: Grup d’organismes (microorganismes, plantes, animals) que interaccionen 
entre sí i amb els components físics i químics del seu ambient formant així una entitat 
funcional. 
Fotoperíode: Durada de la il·luminació i la foscor en un dia de 24 hores. En aquest treball 
expressat en hores de llum:hores de foscor. 
Humitat relativa: Proporció de la fracció molecular de vapor d’aigua a l’aire en relació amb 
la fracció molecular que correspondria si l’aire estigués saturat de d’aigua per a una pressió i 
temperatura específiques. 
Juvenil: El terme juvenil en aquest treball fa referència a un cuc de terra o col·lèmbol 
sexualment immadur. Aquesta classificació pot incloure també nounats. 
Matèria orgànica: Compostos que tenen com a base el carboni. N’existeix d’oxidable, de no 
oxidable i d’oxidada.  
Mesocosmos: El terme "mesocosmos" implica un sistema de major mida i complexitat que 
"microcosmos" però els límits entre ambdós estan mal definits.  
Microcosmos: Sistema d’assaig artificial que simula les principals característiques del medi 
ambient natural amb finalitats d’estimació ecotoxicològica. Aquests sistemes acostumen a 
tenir una fase terrestre i una fase aquàtica.  
Nivells de referència: Concentracions geoquímiques d’elements traça característiques 
d’una zona. Valors que es consideren característiques intrínseques d’una zona en concret i 
per sota dels quals es considera que no existeix contaminació. 
• ACRÒNIMS
CI50 (72h) -  Concentració que causa el 50% d’Inhibició sobre el creixement de les algues 
Selenastrum capricornutum després de 72 hores d’exposició. 
CRIT - Centre de Recerca i Innovació Toxicològica 
DO - Densitat Òptica 
EPA - Agència americana per la protecció mediambiental (Environmental Protection Agency) 
HEPA - Filtres d’alta eficiència (High Efficiency Particle Arresting) 
ISO- Organització internacional per la estandardització (International Standard Organisation) 
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OECD - Organització de cooperació econòmica pel desenvolupament (Organization of 
Economic Cooperation and Development) 
SD -  Desviació estàndard (Standard Deviation) 
SETAC - Societat de toxicologia i química mediambiental (Society of Environmental 
Toxicology And Chemistry) 
TOC - Carboni orgànic total (Total Organic Carbon) 
UNE - Norma Espanyola 
UPC - Universitat Politècnica de Catalunya 
WHC - Capacitat de retenció d’aigua (Water Holding Capacity) 
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2. Prefaci 
Un dels impactes més greus que pateix el sòl és la contaminació per metalls pesants degut 
a la seva lenta i difícil restauració, el seu caràcter acumulatiu, la impossibilitat de 
biodegradació i la seva alta toxicitat per als éssers vius. Els metalls pesants es troben 
presents al sòl com a components traça naturals o bé com a conseqüència de l’activitat de 
l’home qui al llarg de la història ha influït de manera determinant en el seu ús i explotació. Un 
dels metalls pesants més tòxics que es coneixen és el mercuri i la seva forma més 
agressiva, el metilmercuri, ha protagonitzat episodis tràgics a la història com el cas de les 
llavors contaminades a l’Iraq o la contaminació de peixos i mariscs a la badia de Minamata, 
on van morir centenars de persones. 
El sòl és una matriu complexa i amb propietats molt diverses arreu del món la qual cosa 
dificulta l’estudi global dels efectes de l’abocament de substàncies en el seu ecosistema. En 
particular, existeix encara una certa desconeixença de com la presència de metalls pesants 
pot influir en la biodiversitat i la qualitat del sòl i dels compartiments que l’envolten com són 
la hidrosfera i l’atmosfera. La massa terrestre està en constant canvi i per això no a tots els 
sòls existeixen les mateixes espècies de metalls i no totes les espècies tenen les mateixes 
propietats de solubilitat, toxicitat, biodisponibilitat o estabilitat. En els darrers anys ha 
augmentat l’ús d’organismes vius com a indicadors de la qualitat del medi ja que resulten un 
bon complement a l’anàlisi químic tradicional perquè permeten obtenir una mesura de com 
les diferents substàncies afecten al comportament i supervivència dels organismes del medi 
i permeten predir a llarg termini els seus efectes de bioacumulació i sobre la biodiversitat.  
En aquest context el present projecte pretén mesurar la qualitat ecològica d’uns sòls naturals 
amb presència de mercuri i altres metalls pesants procedents del districte miner d’Almadén 
(Ciudad Real, Espanya) mitjançant un estudi ecotoxicològic tant del medi terrestre com dels 
seus lixiviats.  
Aquest projecte s’ha dut a terme amb i gràcies al suport del Centre de Recerca i Innovació 
en Toxicologia (CRIT) de la UPC de Terrassa (Innotex Center) i s’engloba dins el projecte 
Soilbiomonitor, subvencionat pel “Ministerio de Ciencia e Innovación”, actualment  
“Economia y Competitividad”, (MINECO CTM 2010-18167); i s’ha comptat amb la 
col·laboració puntual del Laboratori d’Ecotoxicologia de la Universitat de Castilla-La Mancha 
qui ha facilitat les mostres de sòl i l’anàlisi del contingut mercuri. 
 
 

Estudi ecotoxicològic de sòls amb presència de metalls  Pg. 11 
 
3. Introducció 
3.1. Objectius del projecte 
El districte miner d’Almadén (Ciudad Real, España) és mundialment reconegut com a una 
gran reserva de mercuri i de metalls pesants derivats de l’activitat minera que durant 
dècades hi ha tingut lloc. A partir d’unes mostres de sòl procedents d’aquest districte miner 
el present projecte té com a objectiu principal avaluar la  seva qualitat ecològica. Els 
objectius específics són els següents: 
a) Avaluar la presència de mercuri i altres metalls pesants als sòls del districte miner 
d’Almadén a través d’anàlisis químics. 
b) Estudiar el risc de lixiviació que suposa la presència de mercuri i altres metalls al sòl. 
c) Avaluar la possible toxicitat que la presència de mercuri i altres metalls produeix en 
els organismes terrestres mitjançant la realització de diversos assaigs 
ecotoxicològics. 
d) Avaluar la possible toxicitat que la presència de mercuri i altres metalls suposa per 
als organismes aquàtics mitjançant la realització de diversos assaigs ecotoxicològics. 
e) Avaluar la sensibilitat dels diferents assaigs ecotoxicològics a l’hora de determinar 
els efectes del mercuri sobre l’ecosistema. 
f) Estudiar la utilitat dels assaigs ecotoxicològics com a eines complementàries als 
anàlisis químics en la determinació de la toxicitat exercida pel mercuri i altres metalls 
en el sòl. 
3.2. Abast del projecte 
L’abast d’aquest projecte queda definit en els punts que s’expliquen a continuació: 
• Explicar quines són les característiques que defineixen un element com a metall 
pesant, quins metalls pesants existeixen a la natura i aprofundir en el seu 
comportament dins de la matriu edàfica identificant les possibles transformacions 
que poden patir aquells metalls presents al sòl i de quina manera influencien les 
pròpies característiques del medi terrestre en la seva biodisponibilitat. També 
s’especifiquen les diferents vies per les quals els metalls pesants presents al sòl 
poden arribar al compartiment aquàtic o a l’atmosfera. No és de l’abast d’aquest 
projecte estudiar les transformacions i formes dels metalls pesants en aquests dos 
últims compartiments. 
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•  Veure amb més detall el comportament del mercuri al sòl analitzant els compostos 
que pot arribar a formar segons les característiques del sòl i quins d’aquests lligams 
són els més freqüents.  
 
• Introduir en què consisteix l’ecotoxicologia explicant quins objectius persegueix i les 
raons per les quals és una ciència en creixement actualment. També forma part de 
l’abast d’aquest projecte anomenar les eines de que disposa l’ecotoxicologia per dur 
a terme els seus objectius i explicar amb més detall en què consisteix l’eina escollida 
per aquest projecte que és l’assaig ecotoxicològic de laboratori. I per últim, justificar 
l’elecció de les espècies d’éssers vius d’assaig que s’han utilitzat en la realització 
d’aquest projecte. 
 
• Explicar de manera detallada tot el procediment experimental dut a terme al llarg 
d’aquest projecte exposant els equips que s’han utilitzat, les normes que s’han 
seguit, les condicions d’assaig i les dades observades en cada cas. Mostrar de 
manera clara i concisa els resultats obtinguts i discutir si estan en concordança o no 
amb els obtinguts per altres autors. Finalment, exposar les conclusions deduïdes 
després de la realització experimental d’aquest projecte i l’anàlisi i discussió dels 
resultats obtinguts. 
 
• Quantificar el cost econòmic que ha suposat la realització d’aquest projecte així com 
el seu impacte ambiental.  
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4. Metalls pesants al sòl 
Es considera metall pesant aquell element metàl·lic que té una densitat més gran o igual a 6 
g/cm3 quan es troba en la seva forma elemental o bé aquell element metàl·lic amb un 
nombre atòmic superior a 20 (excloent els metalls alcalins o alcalinoterris). Dins dels metalls 
pesants es diferencien 2 grups: 
 Oligoelements: Necessaris pel desenvolupament de la vida d’alguns organismes. Es 
requereixen en petites quantitats i a partir d’un cert nivell esdevenen tòxics. Es troben dins 
aquest grup el bor, l’arsènic, el crom, el coure, el níquel i el zinc entre d’altres. 
 Metalls pesants sense funció biològica coneguda: Aquells que la seva presència en 
els éssers vius provoca disfuncions degut a que resulten altament tòxics. Són principalment 
el cadmi, el mercuri, el plom, el bismut i l’antimoni.  
Els metalls pesants tenen unes característiques contaminants particulars, motiu pel qual han 
generat una especial atenció. Algunes característiques són les següents: 
- Tenen un caràcter acumulatiu i la seva concentració no disminueix amb el pas del 
temps. 
- Alguns d’ells són necessaris i beneficiosos per les plantes i altres organismes però a 
certes concertacions resulten tòxics. 
- Estan presents al sòl de manera natural a uns nivells de concentració anomenats 
“nivells de referència”, provinents de les roques originàries i de les seves 
transformacions. 
- El seu comportament és en certa manera imprevisible ja que encara que la seva 
concentració sigui elevada la seva toxicitat depèn de la forma en la que es troben i 
aquesta pot canviar segons les condicions mediambientals o fins i tot segons l’ús del 
sòl. 
Com s’ha esmentat abans, el grau de toxicitat dels metalls pesants al sòl i la seva mobilitat 
no només depenen del tipus d’element i de la concentració a la que es troba. El seu estat 
químic resultarà clau a l’hora d’unir-se a altres compostos presents al sòl, canviant així la 
seva mobilitat i biodisponibilitat. A la Figura 4.1 es pot veure un esquema de la forma en que 
els metalls es troben a la fase mòbil o immòbil del sòl i les reaccions que permeten el seu 
pas d’una fase a l’altre. 
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Els metalls presents al sòl no només poden passar de la fase mòbil a la immòbil dins del sòl 
sinó que existeixen altres vies per les que aquests elements poden passar del compartiment 
terrestre a l’aquàtic a l’atmosfera o a la biota. A la següent Figura 4.2 es pot veure de manera 
esquemàtica aquestes possibles vies per les que es comuniquen els diferents 
compartiments. 
 
Figura 4.2 Vies de contaminació dels metalls pesants (Adaptat de Calvo de Anta (1996)) 
Figura 4.1 Esquema de la mobilitat dels metalls al sòl (Adaptat de Sánchez (2003)) 
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4.1. Paràmetres que regulen la disponibilitat i acumulació 
dels metalls pesants al sòl 
En vista de la gran complexitat del sistema edàfic és important prestar atenció a aquells 
paràmetres que influencien de manera directa la disponibilitat del metalls, la qual determina 
alhora la seva toxicitat. Aquests paràmetres són: 
• El pH 
 
Aquest és un dels paràmetres més influents en la reactivitat del sòl i en la mobilitat 
dels contaminants. El pH controla les reaccions d’adsorció i desorció en el sòl i com 
que la concentració dels metalls en dissolució depèn d’aquestes reaccions, el pH 
determinarà parcialment la biodisponibilitat i potencial toxicitat dels metalls. En 
general, la majoria dels metalls tendeixen a estar més disponibles a pH més àcids i 
més retinguts en sòls amb pH bàsics a excepció de l’arsènic, el molibdè, el seleni i el 
crom.  
 
Existeixen diversos mètodes per la mesura del pH. En aquest treball s’ha mesurat el 
pH de dissolució amb electròlit especificada a la norma UNE [2]. 
 
• La textura 
 Cada terme textural correspon a una determinada composició d’arena, llim i argila i 
cadascuna d’aquestes fraccions es determina per la mida de partícula pel que s’han 
establert diverses classificacions. A la Figura 4.3 es veu la classificació granulomètrica 
Internacional (acceptada per la Societat Internacional de la Ciència del Sòl) i a la Figura 
4.4 el diagrama textural de la USDA (Departament d’Agricultura dels Estats Units) 
segons les proporcions de les fraccions d’arena, llim i argila de cada sòl.  
 
Internacional	  
Tipus	   Argila	   Llim	   Arena	  fina	  
Arena	  
gruixuda	   Grava	   Pedra	  
mm	   ≤	  0,002	   0,002	   0,02	   0,02	   0,2	   0,2	   2	   2	   20	   >20	  
Figura 4.3 Classificació granulomètrica internacional expressada en mm de diàmetre de partícula 
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L’argila té un paper fonamental a l’hora de caracteritzar la contaminació dels metalls 
pesants al sòl ja que influeix en la seva mobilitat. Als sòls argilosos els metalls 
pesants tendeixen a ser adsorbits per les partícules d’argila quedant així retinguts al 
sòl. En canvi, els sòls arenosos no tenen aquesta capacitat de retenció el que fa que 
els metalls pesants puguin passar ràpidament al subsòl i contaminar les aigües 
subterrànies.  
Per la determinació de la textura dels sòls d’aquest projecte s’ha utilitzat un mètode 
experimental basat en la precipitació ordenada de les partícules de més pes a les de 
menys, explicat per la Universitat de l’Estat de Colorado (EEUU). Es pot consultar la 
versió completa d’aquest document a Annex A. A la Figura 4.5 es veu una imatge-
resum de l’assaig dut a terme al CRIT.  
 
Figura 4.4 Diagrama termes texturals de la USDA 
Figura 4.5 Imatge-resum de l’assaig  de determinació de la textura 
t=60s 
(%Arena) 
t=2h 
(%Llim) 
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• La matèria orgànica 
La matèria orgànica representa una part petita en pes del sòl però desenvolupa un 
paper important en la solubilitat i disponibilitat dels metalls pesants. La toxicitat dels 
metalls està fortament relacionada amb la seva tendència a reaccionar amb la 
matèria orgànica formant així complexos organometàl·lics que faciliten la seva 
solubilitat, disponibilitat i dispersió. Aquests complexos són molt estables i difícilment 
biodegradables, contribuint a la persistència de la toxicitat.  
Els valors de la quantitat de matèria orgànica dels sòls d’aquest estudi  s’expressa en 
termes de TOC (Total Organic Carbon)  i corresponen als calculats per la Universitat 
de Castilla la Mancha per estudis anteriors amb sòls procedents de la mateixa zona. 
4.2. El mercuri al sòl 
El mercuri apareix al sòl de manera natural fonamentalment per causa de la deposició 
atmosfèrica, per erosió de les roques o per l’acció volcànica. També existeix una gran 
quantitat de mercuri provinent de fonts antropogèniques fruit de les restes de processos 
industrials o procedents de la mineria. El mercuri es presenta a la natura en 3 estats 
d’oxidació: el mercuri elemental (Hg(0)), el mercuri monovalent (Hg(I)) i el mercuri divalent 
(Hg(II)). 
D’aquests tres estats, el més comú i estable al sòl és el del mercuri divalent. Un cop aquest 
es troba en forma d’ió (Hg2+) en el sòl se li presenten diverses transformacions que 
dependran de la composició del sòl, del pH, de la temperatura i, en general, de les 
condicions del medi amb les que es trobi. Així doncs el mercuri divalent pot reaccionar per 
formar compostos inorgànics com el HgS, el Hg(OH)2 o el HgCl2. Aquests compostos també 
se’ls coneix com a sals de mercuri i, tot i que són bastant solubles (excepte el HgS), 
tendeixen a formar complexos amb la matèria orgànica (sobretot amb àcids húmics i fúlvics) 
i amb les argiles del sòl, la qual cosa en limita la seva mobilitat. Per últim, el mercuri es pot 
unir també amb Carboni Orgànic Dissolt (DOC) per formar compostos organomercurics com 
el dimetilmercuri (CH3HgCH3), l’etilmercuri (CH3HgOH) o el metilmercuri (CH3Hg), aquest 
últim d’indiscutible toxicitat. Aquests compostos organomercurics són bastant solubles, el 
que representa un risc no només pel medi terrestre sinó també per l’aquàtic.  
Per altra banda el mercuri en la seva forma elemental és nociu tant pels humans com pel 
medi ambient. A més a més, un cop alliberat al medi entrarà en un cicle de transformacions i 
biotransformacions que el portaran a canviar d’espècie química, donant lloc a nous 
compostos que podran ser més o menys tòxics que el mercuri elemental. [1] [21] 
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5. Fonaments d’ecotoxicologia 
L’ecotoxicologia és una branca de la toxicologia també coneguda amb el nom de toxicologia 
ambiental o toxicologia del medi ambient. Aquesta ciència neix amb l’objectiu d’estudiar els 
efectes tòxics de les substàncies químiques i els agents físics sobre els éssers vius 
incorporant elements d’ecologia, toxicologia i química i explorant-ne els enllaços.  
A dia d’avui existeix una àmplia gamma d’anàlisis i tècniques químiques per mesurar la 
qualitat del medi. Aquests marcadors donen detall dels components que formen el medi, la 
concentració a la que es troben, la seva especiació o el seu grau d’oxidació. Malgrat això, 
resulta impossible quantificar totes i cada una de les substàncies presents en un sòl. A més 
a més, aquestes dades no sempre són representatives del risc que suposa per a la vida i la 
biodiversitat dins el propi ecosistema degut a fenòmens com ara la biodisponibilitat. És per 
aquesta raó que cada vegada resulten més necessaris els bioindicadors per descriure els 
efectes reals dels contaminants en els sistemes dinàmics que formen el nostre planeta. Els 
bioindicadors són éssers vius l’exposició dels quals a diferents contaminants ens ajuda a 
preveure futurs danys potencials a l’ecosistema. 
L’ecotoxicologia és un camp molt ampli dividit en subbranques segons el compartiment 
ambiental al que és focalitzada. En aquest projecte s’estudien dos compartiments diferents i 
fortament relacionats com són el terrestre i l’aquàtic a través de la realització d’assaigs 
ecotoxicològics per tal d’estudiar, avaluar i quantificar els efectes de les substàncies tòxiques 
presents sobre les funcions d’algunes de les espècies més significatives de cadascun dels 
compartiments. L’estudi dels efectes sobre el medi aquàtic s’ha considerat necessari degut 
als camins que existeixen per al transport de la contaminació entre el medi terrestre i 
l’aquàtic com són la lixiviació cap a aigües subterrànies o l’escorrentia cap a aigües 
superficials. 
Actualment nombroses organitzacions i agències estan invertint els seus esforços en regular  
i millorar les eines disponibles per dur a terme assaigs ecotoxicològics de manera que se’n 
puguin extreure conclusions unànimes per tal de poder determinar concentracions 
acceptables de contaminants a tots els compartiments i així protegir el medi. Alguns 
exemples són la Environmental Protection Agency (EPA), la Society of Environmental 
Toxicology And Chemistry (SETAC), la Organization of Economic Cooperation and 
Development (OECD) o la International Standard Organization (ISO). 
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5.1. Els assaigs ecotoxicològics 
L’ecotoxicologia disposa de les següents eines per a l’avaluació de la contaminació dels sòls 
segons el seu grau de complexitat: 
- Assaigs ecotoxicològics de laboratori: Aquests assaigs es realitzen individualment 
per a algunes de les espècies més representatives de cada medi. 
- Experiments amb microcosmos i mesocosmos: Estan formats per diverses espècies 
i per tant permeten mesurar els efectes a nivell de comunitat així com identificar 
aquells casos en què un impacte sobre una sola espècie afecta a la resta posant en 
risc l’ecosistema. 
- Experiments de camp: Es realitzen en el propi ecosistema natural i sota les 
condicions climàtiques reals.  
Tot i que assaigs més complexos (mesocosmos i experiments de camp) aporten informació 
més real, solen usar-se amb menys freqüència degut a la complexitat, cost i llarga durada. 
Els assaigs de laboratori, en canvi, són més econòmics, senzills i ràpids i per aquests motius 
són els més àmpliament utilitzats tant en ecotoxicologia terrestre com aquàtica. 
• Assaigs ecotoxicològics de laboratori 
Com s’ha esmentat abans, aquest tipus d’assaig és el més comú i assequible en el món 
de l’ecotoxicologia i per aquesta raó els assaigs realitzats en aquest projecte pertanyen 
a aquesta categoria. Aquests assaigs es basen en veure la relació progressiva i 
mesurable que hauria d’existir entre una concentració de contaminant i un efecte 
observable en els organismes sota unes condicions d’assaig determinades. Els 
paràmetres més importants són el tipus de contaminant, la seva concentració, el tipus 
de sòl, l’espècie d’assaig i les condicions en que es realitza l’assaig. Aquests assaigs es 
poden classificar segons el temps d’exposició (agut o crònic), l’efecte observat 
(mortalitat, inhibició del creixement, immobilització o inhibició de la reproducció) o la 
resposta efectiva (letal o subletal). 
Tot i els beneficis abans esmentats, els assaigs de laboratori presenten alguns 
desavantatges com ara l’ús d’una sola espècie simultàniament, la qual cosa restringeix 
la diversitat del sistema o la dificultat en simular les condicions climàtiques naturals. En 
el cas de dur a terme aquests assaigs amb mostres de sòl natural contaminat, un dels 
majors inconvenients és el de trobar un sòl control amb les mateixes característiques 
físic-químiques però exempt de contaminació. Tot i això, els assaigs ecotoxicològics de 
laboratori són importants per analitzar la biodisponibilitat, el moviment i els efectes dels 
contaminants d’un ecosistema així com per entendre els efectes de les característiques 
dels sòls (p.ex. pH, salinitat i textura) en la toxicitat i bioacumulació del medi. 
Pg. 20  Memoria 
 
5.2. Les espècies d’assaig 
L’ús d’éssers vius com a indicadors de la qualitat del medi és de gran utilitat però no tots els 
éssers vius són igual de sensibles ni representen d’igual manera l’ecosistema real per si 
sols. Així doncs, per tal que una espècie sigui interessant a l´hora d’utilitzar-la al laboratori 
com a bioindicador cal que compleixi els següents requisits: 
a) Ser present a una gran varietat d’ecosistemes per tal de poder permetre 
comparacions. 
b) Tenir una naturalesa dinàmica de manera que interactuï amb els processos físics, 
químics i biològics del medi.  
c) Tenir funcions directes i una importància ecològica sobre el compartiment d’estudi. 
d) Ser fàcils d’obtenir i mantenir. 
e) Ser sensibles a diversos impactes.  
Amb aquestes premisses i després de nombrosos estudis al llarg de la història els experts 
defensen algunes espècies com a espècies clau per a aquest tipus d’assaigs. A continuació 
es presenten aquelles que, a més a més, s’han usat a la realització d’aquest treball. 
Espècies terrestres:  
- Cucs de terra (Eisenia fetida): Els cucs de terra són importants pel seu contacte físic 
directe amb el substrat i per la ingesta de grans quantitats de sòl. Poden representar 
fins al 92% de la biomassa del sòl i contribueixen al cicle nutricional mitjançant la 
transformació de la matèria orgànica. Eisenia fetida és un cuc de terra àmpliament 
utilitzat en estudis ecotoxicològics degut a la seva àmplia tolerància a la humitat i la 
temperatura, la facilitat de manteniment a un laboratori, el seu comportament 
dinàmic i el fet de que tinguin un cicle de vida curt que permet realitzar els assaigs 
amb relativa rapidesa (veure Figura 5.1). 
 
 
Figura 5.1 Cuc de terra Eisenia fetida 
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- Col·lèmbols (Folsomia candida): Folsomia candida és un artròpode invertebrat estès 
pels sòls d’arreu del món. Els col·lèmbols representen una modesta part de la 
biomassa terrestre però tenen influencia sobre la microbiologia i la fertilitat dels sòls. 
La seva facilitat de manteniment al laboratori, el seu curt cicle de vida i la seva 
omnipresència han fet que sigui una de les espècies més utilitzades a l’àmbit de la 
ecotoxicologia des de fa més de 40 anys (veure Figura 5.2).  
 
 
 
- Plantes terrestres: Pel que fa a les plantes terrestres se n’han escollit tres espècies 
diferents. La primera és Lolium perenne la qual es cultiva arreu del món. Es tracta 
d’una planta farratgera important i s’utilitza tan per aliment de les pastures com pel 
recobriment de camps d’esports. La segona espècie escollida és la Brassica rapa, un 
planta també cultivada a tot el món com a hortalissa per la seva suculenta arrel que 
comunament es coneix com a nap. La darrera espècie és el Trifolium pratense ja 
que actualment els seus conreus s’estenen per tot el món i a part de ser comestible 
té nombrosos usos medicinals (veure Figura 5.3). 
 
       
Figura 5.2 Col·lèmbol Folsomia candida 
Figura 5.3 Espècies de plantes terrestres d'esquerra a dreta en aquest ordre: Lolium 
perenne, Trifolium pratense i Brassica rapa 
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Espècies aquàtiques: 
- Algues (Selenastrum capricornutum): Selenastrum capricornutum (actualment 
Pseudokirchneriella subcapitata) és una alga unicel·lular d’aigua dolça amb forma de 
mitja lluna i d’un volum d’entre 40 i 60 µm3. És àmpliament utilitzada en 
ecotoxicologia per mesurar la fitotoxicitat de qualsevol medi aquàtic ja que 
normalment quan aquesta és sotmesa a un medi contaminat el seu 
desenvolupament es veu afectat negativament (veure Figura 5.4). 
 
 
- Cladòcers (Daphnia magna): Daphnia magna, comunament coneguda com a puça 
d’aigua dolça, pertany a la família dels cladòcers, una subordre dels crustacis. Els 
cladòcers es caracteritzen per tenir tot el cos cobert d’una closca descalcificada que 
deixa únicament el cap al descobert. Aquestes puces s’alimenten essencialment de 
fitoplàncton i a la vegada són aliment per als peixos. Són organismes històricament 
usats per assaigs de toxicologia degut a la seva alta sensibilitat ja que poden 
detectar concentracions molt baixes de tòxics presents a l’aigua i en especial de 
metalls. Una altra característica que fa interessant aquesta espècie per l’ús a 
laboratoris és la seva reproducció ja que en condicions favorables les dàfnies són 
capaces de reproduir-se asexualment creant individus genèticament idèntics 
(“partenogènesis”) mentre que en condicions desfavorables es reprodueixen 
sexualment donant lloc a ous fecundats. Aquests ous es conserven durant mesos en 
estat latent fins a la següent ocasió favorable per a la supervivència, moment en que 
eclosionaran (veure Figura 5.5). 
 
Figura 5.4 Cultiu d'algues unicelulars Selenastrum capricornutum 
Figura 5.5 Cladòcer Daphnia magna 
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Almadén 
Las cuevas Almadenejos 
Entredicho 
6. Material i mètodes 
6.1. Obtenció i caracterització dels sòls 
Els sòls objecte d’estudi d’aquest treball provenen de la zona minera d’Almadén (Ciudad 
Real, Espanya). El districte miner d’Almadén presenta una de les concentracions de mercuri 
més altes de tot el món així com també és rica en altres metalls pesants com el coure o el 
zinc. Les mostres han estat extretes de quatre punts repartits per tota la zona: la mina 
d’Almadén, el poble d’Almadenejos, la mina d’Entredicho i la mina de Las Cuevas. El sòl 
control s’ha agafat a Montes de Toledo (Toledo, Espanya), una zona annexa absent de 
contaminants metàl·lics. A la Figura 6.1 es veu la localització dels punts de mostreig.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.1 Localització dels punts de recollida de mostres 
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Un cop al laboratori del CRIT, les mostres s’han tamisat a una mida de partícula <4mm i 
se’ls ha mesurat el pH [1], el contingut d’humitat inicial i la capacitat de retenció d’aigua 
(Water Holding Capacity, a partir d’ara WHC) segons s’especifica a la pàgina 14 de la 
International Standard 11268 [3]. L’anàlisi del contingut de mercuri ha estat facilitat pel 
Laboratori d’Ecotoxicologia de la Universitat de Castilla-La Mancha on s’ha dut a terme una 
extracció seqüencial desenvolupada per Sánchez et al.[19] i en la qual el mercuri s’extreu en 
7 fraccions diferents: soluble en aigua, intercanviable, en carbonats, fàcilment reductible, 
soluble en 6M HCl, oxidable i residu final. La concentració de la resta de metalls pesants 
s’ha encarregat a un laboratori col·laborador extern al CRIT, qui els ha quantificat mitjançant 
la tècnica d’espectroscòpia d’absorció atòmica amb forn de grafit. 
6.2. Lixiviació dels sòls 
La lixiviació es fa amb la finalitat de poder analitzar quins dels components dels sòls test són 
solubles en aigua i en quina quantitat. D’aquesta manera es pot estudiar la interacció entre 
el medi terrestre i el medi aquàtic d’aquesta zona en concret. La lixiviació dels sòls s’ha fet 
seguint la Norma Europea UNE-EN 12457-2 [4]. 
S’introdueixen 100g de sòl sec i 1000ml d’aigua destil·lada dins un erlenmeyer de 2L de 
capacitat. Es tapa amb parafilm i es deixa en agitació orbital durant 24 hores. 
Transcorregudes les 24 hores es deixa reposar la dissolució durant 15min±5min i 
seguidament es filtra amb paper de filtre a pressió atmosfèrica, es centrifuga a 2000rpm 
durant 10 min i es congela a -20ºC. Aquest procediment es realitza 5 vegades, una per 
cadascun dels sòls. 
6.3. Caracterització dels lixiviats 
L’equipament del CRIT permet mesurar el pH, la conductivitat i el TOC dels lixiviats però 
l’anàlisi de la composició química dels lixiviats s’encarrega un laboratori col·laborador extern 
al CRIT. 
6.4. Organismes d’assaig 
A l’Annex B es mostra un recull de fotografies dels cultius d’organismes d’assaig i el 
seu manteniment. 
6.4.1. Col·lèmbols (Folsomia candida) 
Els col·lèmbols utilitzats per als assaigs provenen del cultiu sincronitzat del CRIT. Aquests 
col·lèmbols són mantinguts a un substrat format per una barreja de carbó actiu, guix i aigua 
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destil·lada de 5mm d’espessor dipositat en plaques de petri. A cada placa es manté una 
població d’aproximadament 200 individus, a una temperatura de 20ºC±2ºC i a les fosques. 
Pels assaigs s’han escollit sempre col·lèmbols juvenils d’entre 10 i 12 dies d’edat. 
6.4.2. Cucs de terra (Eisenia fetida) 
Tots els cucs empleats per a la realització dels assaigs d’aquest projecte provenen del cultiu 
sincronitzat del CRIT. Aquests cucs són mantinguts en una mescla de torba i fems en una 
proporció 1:1, a una temperatura de 20º±2ºC, amb un cicle de llum:foscor de 12h:12h i 
alimentats un cop per setmana amb una barreja de pa i aigua. 
Per als assaigs s’han seleccionat cucs adults d’entre 2 i 5 mesos d’edat i amb un pes d’entre 
300 i 600mg. L’assaig de reproducció (veure apartat 6.6.2) compta amb el requisit addicional 
que els cucs seleccionats tinguin el clitel·li desenvolupat per tal d’assegurar la seva capacitat 
de reproducció. Prèviament a l’inici de cada assaig els cucs seleccionats han estat 
aclimatats com a mínim durant 24 hores en sòl control ajustat al 45% de la seva WHC. 
6.4.3. Algues (Selenastrum capricornutum) 
Els assaigs amb algues duts a terme per aquest estudi han estat realitzats enterament amb 
algues procedents dels cultius propis del CRIT. Aquests cultius són mantinguts en 
condicions d’esterilitat i en estat de creixement òptim, en el medi que especifica la norma 
AFNOR 80333 [5], a una cambra de cultius amb temperatura regulada a 20ºC±2ºC i amb 
il·luminació permanent d’entre 4000-5000 lux.  
6.4.4. Cladòcers (Daphnia magna) 
Per a la realització de l’assaig de toxicitat aguda amb Daphnia magna d’aquest treball s’han 
utilitzat dàfnies provinents del kit comercial DAPHTOXKIT FTM MAGNA fabricat per 
l’empresa MicroBioTests Inc. Aquest kit està especialment fabricat per realitzar aquest 
assaig, inclou les dàfnies, l’aliment d’aquestes, els recipients i les solucions de sals per la 
preparació del medi. Les dàfnies es subministren dins dels ous fecundats abans esmentats i 
es fan eclosionar sotmeten-los a una il·luminació de 6000 lux durant 72 hores i a una 
temperatura d’entre 20-22ºC. Un cop les dàfnies neixen se les alimenta amb fitoplàncton i 3 
hores després ja es poden utilitzar per començar l’assaig. 
El medi aquós està format per 2L d’aigua bidestil·lada, 67,75mg/L de NaHCO3, 294mg/L de 
CaCl2.2H2O, 123,25mg/L de MgSO4.7H2O i 5,75mg/L de KCl. La fórmula d’aquest medi 
s’especifica a la norma OECD 202 [12].  
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6.5. Equips de laboratori 
6.5.1. Equips principals 
Espectrofotòmetre (UV/VIS) 
Lespectrofotometria és una tècnica analítica que permet determinar la concentració d’un 
component en una dissolució. En el nostre cas, s’ha usat per a determinar la concentració 
d’algues  (Selenastrum capricornutum) a cada dissolució d’estudi. Aquesta tècnica es basa 
en la capacitat d’absorció de radiació electromagnètica d’una determinada longitud d’ona (λ) 
de les molècules i a la vegada que aquesta quantitat de llum absorbida depèn 
proporcionalment de la seva concentració (Eq. 6.1).  
L’espectrofotòmetre de llum visible i ultraviolada utilitzat en la realització d’aquest projecte és 
el model Super Aquarius (CE9200) de la marca CECIL, amb capacitat per generar un rang 
de λ entre 190-800nm, interval que comprèn la franja de llum visible, una part de l’UV i una 
petita part de l’infraroig tal i com es pot veure a la Figura 6.2. Les dilucions de l’assaig 
d’algues (veure apartat 6.7.2) s’aboquen a una proveta de quars de 40mm d’ample i es 
realitza la lectura de l’absorbància a una longitud d’ona de 665nm, a la qual es detecta la 
màxima absorbància per al pigment de les algues determinat fonamentalment per la 
clorofil·la. 
 
Analitzador del Carboni Orgànic Total (TOC) 
L’analitzador de TOC serveix per determinar la quantitat de matèria orgànica d’una mostra. 
En aquest treball s’ha utilitzat un analitzador de TOC de la marca Shimadzu, model TOC-
VCSH (veure Figura 6.3). Aquest aparell determina el TOC com la diferència entre el carboni 
total (TC) i el carboni inorgànic (IC). La determinació del TC es basa en una oxidació 
catalítica de la mostra a 680ºC, combustió que genera vapor d’aigua i CO2 només el qual és 
conduït cap a un detector d’infrarojos mitjançant una corrent d’aire. Per quantificar el IC 
s’acidifica la mostra amb àcid fosfòric, procés en el qual es forma CO2 que es torna a 
Figura 6.2 A l'esquerra: espectrofotòmetre CECIL SuperAquarius (CE9200). A la dreta: esquema 
de l'espectre electromagnètic 
Estudi ecotoxicològic de sòls amb presència de metalls  Pg. 27 
 
quantificar amb el detector d’infrarojos. Finalment el TOC s’estableix per la diferència dels 
dos anteriors (TC-IC) dins d’un interval de tolerància d’entre 0,03-1000mgC/L 
 
Màquina centrífuga 
La centrifugació és un mètode mecànic de separació de sòlids suspesos en un medi líquid o 
bé de  líquids de diferents densitats mitjançant la força centrífuga que es genera als 
moviments rotacionals. Aquesta separació es donaria lentament per acció de la gravetat 
però es pot accelerar mitjançant l’acció d’aquesta força centrífuga que és més gran que la 
gravetat. 
La màquina centrífuga utilitzada en la clarificació dels lixiviats d’aquest projecte és de la 
marca Orto Alresa, model Digicen-R (veure Figura 6.4). 
    
Cabina de seguretat biològica de flux laminar 
Una cabina de seguretat biològica de flux laminar proporciona un espai de treball estèril i 
amb un aire lliure de partícules. L’esterilització ve proporcionada per una làmpada de raigs 
Figura 6.3 Analitzador de TOC Shimadzu TOC-Vcsh 
Figura 6.4 A l'esquerra: màquina centrífuga Orto Alresa Digicen-R. A la dreta: flascons utilitzats per 
centrifugar els lixiviats 
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ultraviolats-C i l’aire lliure de partícules s’aconsegueix mitjançant l’acció de dos ventiladors, 
un d’impulsió i l’altre d’expulsió, que controlen el flux d’aire que circula per dins de la cabina i 
el filtren per uns filtres d’alta eficiència HEPA tant abans d’entrar a la cabina com abans de 
ser expulsat a l’exterior, protegint així tant a l’operari com al producte i l’entorn. 
En aquest treball s’ha utilitzat la cabina de seguretat biològica Telstar Bio-II-A per manipular 
el cultiu d’algues unicel·lulars Selenastrum capricornutum en condicions estèrils i així evitar 
la seva possible contaminació. (veure Figura 6.5) 
   
6.5.2. Altres equips 
Dins d’aquest apartat s’anomenen altres aparells utilitzats al laboratori per la realització 
d’aquest assaig. 
- pH metre: S’ha utilitzat un pH metre Crison micro pH 2001. Aquest aparell és capaç 
de mesurar pH d’entre 0 a 14 amb una resolució de 0,01 pH (1mV). També consta 
d’una compensació manual de la temperatura amb una deriva tèrmica de 0,002 
pH/ºC. La part més important d’aquest aparell és l’elèctrode, aquest és l’encarregat 
de mesurar el pH i transformar aquesta mesura en una senyal elèctrica en mV que 
posteriorment serà traduïda a un valor numèric pel software intern de la màquina. 
Aquest pH metre s’ha utilitzat tant per mesurar el pH de les mostres líquides com de 
les sòlides. 
 
Figura 6.5 A l’esquerra: fotografia de la cabina de seguretat biològica de flux laminar Telstar Bio-II-A. A 
la dreta: esquema del seu funcionament. Font: catàleg de Telstar al web de la Comercial 
Sevillana de Laboratorios S.L. (COSELA) 
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- Agitador orbital: Consisteix en una safata paral·lela a la taula de treball que 
mitjançant un motor descriu un moviment orbital excèntric. L’agitador utilitzat en 
aquest treball és el model Unimax 2010 de la marca Heidolph. 
 
- Purificadora d’aigua:  Es disposa d’una purificadora d’aigua Millipore Elix 5 la qual és 
capaç de subministrar fins a 5L/h d’aigua purificada amb una resistivitat > 5 MΩ·cm i 
un TOC < 3ppb.  
 
- Armari de germinació: És un armari de laboratori capaç de mantenir de manera 
estable uns valors determinats de temperatura, radiació lumínica i humitat relativa. 
Per la realització d’aquest projecte s’ha disposat de cambres de la marca Sclab 
model PGA-500 que compta amb un rang de temperatures d’entre +4ºC a +45ºC, un 
rang d’humitat relativa d’entre el 50% i el 95% i una intensitat màxima de llum de 
10.000 lux. 
6.6. Assaigs ecotoxicològics terrestres 
S’han dut a terme diversos assaigs ecotoxicològics per poder determinar la qualitat dels sòls 
de la regió minera d’Almadén; per això s’han estudiat els seus efectes a llarg i a curt termini 
en el comportament, supervivència i desenvolupament de diverses espècies terrestres. En 
l’Annex C es pot veure una taula resum dels assaigs realitzats en el medi terrestre. 
6.6.1. Assaig de toxicitat aguda amb cucs (Eisenia fetida) 
L’objectiu d’aquest assaig és mesurar la toxicitat dels sòls en base a la mortalitat que 
provoquen sobre els cucs de terra de l’espècie Eisenia fetida. Per la realització d’aquest 
assaig s’ha seguit la guia OECD 207 [6] on s’expliquen detalladament tots els passos a 
seguir i les dades a enregistrar. 
Es requereixen 4 rèpliques per cada sòl la qual cosa implica un total de 20 recipients 
d’assaig. Els recipients escollits han estat uns envasos de Polipropilè (PP) de 1,3L de 
capacitat. Cadascun d’aquests recipients s’omple amb 750g de sòl humit al 45% de la seva 
WHC fins a obtenir-ne 4 per cada sòl. A continuació s’afegeixen a cada envàs 10 cucs 
Eisenia fetida els quals han estat  prèviament seleccionats i aclimatats tal i com s’explica a 
l’apartat 6.4.2. Un cop tots els cucs s’han endinsat al sòl, es tapen tots els recipients amb 
unes tapes foradades per tal de permetre l’intercanvi gasós i es deixen dins d’una cambra 
amb la temperatura controlada a 20ºC±2ºC i amb il·luminació constant de 400 lux a 800 lux.  
El control de la mortalitat es realitza dues vegades, la primera al dia 7 on es recompten els 
individus vius i es retornen al medi i la segona el dia 14, en què acaba l’assaig. A més de 
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comptabilitzar els individus vius cal anotar qualsevol anomalia en el comportament dels 
cucs. La presa d’aquestes dades permetrà determinar una taxa de mortalitat per cada sòl. 
6.6.2. Assaig de reproducció amb cucs (Eisenia fetida) 
Aquest assaig consisteix en una mesura de la qualitat dels sòls a partir de l’estudi del seu 
efecte sobre la capacitat de reproducció dels cucs de terra adults de l’espècie Eisenia fetida. 
L’assaig té una durada total de 2 mesos i està dividit en dues etapes, una primera amb la 
presència de cucs adults i una segona en la que els adults són retirats per tal de comprovar 
posteriorment si han estat capaços de produir descendència en els diferents sòls test. 
L’estudi realitzat es basa en la guia OECD 222 [7], la qual s’ha adaptat a les condicions i 
necessitats d’aquest cas en concret. 
Per aquest assaig es decideix fer 6 rèpliques d’un sòl control artificial, 6 rèpliques del sòl 
control d’estudi i 3 rèpliques per als  4 sòls test, sumant un total de 24 recipients. Els 
recipients usats han estat uns envasos de Polipropilè (PP) de 1,3L de capacitat.  
Un cop seleccionats i aclimatats tal i com s’explica a l’apartat 6.4.2, els cucs es netegen amb 
aigua destil·lada i es reserven en grups de 10. Es pren registre del pes de cada grup. 
Seguidament es disposen i anomenen els recipients i s’emplenen amb 700g de sòl humit al 
40% de la WHC. A continuació s’afegeix un grup de 10 cucs a cada recipient i un cop 
aquests s’han endinsat al sòl es tapen tots els recipients amb tapes proveïdes d’orificis petits 
que permeten l’intercanvi gasós. Els recipients es deixen a una cambra amb temperatura 
controlada a 20ºC±2ºC i amb un cicle de 16 hores de llum i 8 hores de foscor. Aquí s’inicia la 
primera etapa de l’assaig que tindrà una durada de 28 dies. Durant aquesta primera etapa 
els cucs s’alimenten amb pa i aigua un cop per setmana i es controla la humitat de cada 
recipient afegint-hi aigua en cas de ser necessari. En aquest període de temps els cucs es 
reprodueixen. 
Després de 28 dies es retiren tots els cucs adults, es compten i es tornen a pesar per poder 
determinar la variació de pes. Seguidament s’introdueixen 5g de menjar per última vegada a 
cada recipient i es tornen a deixar a la cambra amb la mateixa temperatura i cicle de llum. 
Aquí comença la segona i darrera etapa d’aquest assaig que dura 28 dies més i en la que 
els descendents neixen i creixen. 
Al final d’aquesta segona etapa es recompten tots els juvenils nascuts mitjançant un bany 
d’aigua a uns 50ºC que els fa pujar a la superfície i facilita el seu recompte. Aquesta dada 
permet calcular el percentatge d’inhibició de la reproducció en cada sòl comparant el seu 
nombre d’individus nascuts respecte al del sòl control que es suposa l’òptim. 
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6.6.3. Assaig d’allunyament amb cucs (Eisenia fetida) 
En aquest assaig s’exposa als cucs de terra al sòl control i al sòl test simultàniament oferint-
los així la oportunitat d’escollir un dels dos medis. Amb aquest assaig es determina la 
tendència dels organismes a apropar-se a un sòl o a allunyar-se de l’altre. Les pautes per la 
realització d’aquest assaig es troben a la International Standard 17512 [8]. 
Es requereixen 5 rèpliques per cada sòl i en aquest cas es decideix testejar els 5 sòls (inclòs 
el sòl control) per tant es necessiten 30 recipients. Els recipients d’assaig són uns envasos 
de PP de 1,3L de capacitat. El sòl control en aquest cas serà un sòl artificial preparat al 
laboratori segons la norma ISO 11268 [3]. Els recipients s’omplen amb 350g de sòl control a 
una banda i 350g de sòl test a l’altre, ambdós ajustats al 45% de la WHC. Amb l’ajuda d’un 
separador es manté la separació dels dos sòls. S’afegeixen 10 cucs adults i aclimatats 
(veure apartat 6.4.2) en l’espai on hi havia el separador i es tapa el recipient permetent 
l’intercanvi gasós. 
Un cop plens i tapats, els recipients es fiquen dins una cambra amb la temperatura regulada 
a 20ºC±2ºC i amb un cicle de llum:foscor de 16h:8h durant 48h. Després d’aquestes 48 
hores es recompten els cucs que s’han quedat a cadascun dels sòls. En cas que un cuc es 
quedi entremig dels dos sòls aquest es compta com a mig cuc a cada sòl. Aquest recompte 
permet extreure conclusions sobre el comportament dels cucs de terra a l’hora d’haver 
d’escollir un dels dos sòls que se’ls presenten mitjançant el càlcul del percentatge de 
repulsió de cada sòl respecte del control.  
6.6.4. Assaig de toxicitat aguda amb col·lèmbols (Folsomia candida) 
L’assaig de toxicitat aguda amb col·lèmbols es basa en una exposició intensa dels 
organismes als sòls contaminats que permet determinar la toxicitat de cada sòl en base a la 
seva mortalitat. Per a la seva realització s’ha pres com a guia l’apartat 7.2 de la International 
Standard 11267 [9]. Aquest apartat descriu un assaig preliminar opcional que serveix per 
acotar un rang de concentracions no letals quan es vol realitzar un estudi dels efectes en la 
reproducció dels col·lèmbols. Aquests assaigs s’anomenen screenings i formen part 
d’assaigs més llargs i grans en els quals l’objectiu no és mesurar la mortalitat sinó que 
interessa que els organismes visquin durant tot l’assaig. 
Donat que no s’especifica el nombre de rèpliques necessàries es decideix fer 3 rèpliques per 
sòl fent un total de 15 recipients. Per aquest assaig s’han fet servir uns pots de vidre 
cilíndrics de 60mm de diàmetre i 70mm de profunditat.   
S’afegeix 30g de sòl humit al 45% de la WHC a cadascun dels pots i seguidament 
s’introdueixen 10 individus juvenils del cultiu propi a tots els recipients. Finalment 
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s’introdueixen 2 mg de llevat sec granulat a cada pot, es tapen hermèticament amb parafilm i 
s’introdueixen a una cambra amb temperatura controlada a 20ºC±2ºC i un cicle de 
llum:foscor de 16h:8h durant 14 dies. 
Durant l’assaig els pots es destapen breument dues vegades a la setmana per permetre 
l’aeració. Transcorreguts els 14 dies es recompten els col·lèmbols vius a cada recipient, 
dada que permet establir un percentatge de mortalitat per a cada sòl. 
6.6.5. Assaig d’allunyament amb col·lèmbols (Folsomia candida) 
Aquest assaig permet determinar la tendència dels organismes a allunyar-se del sòl test 
preferint així el sòl control. Per la realització d’aquest assaig s’ha consultat i adaptat la 
International Standard 17512 [10] d’on s’han extret les pautes bàsiques per preparar-lo. 
El sòl control en aquest cas serà un sòl artificial preparat al laboratori segons la norma ISO 
11268 [3]. Són necessàries 5 rèpliques per cada sòl, requerint un total de 30 recipients per 
aquest assaig. Com a recipients d’assaig s’han usat envasos de plàstic dur de forma tronco-
cònica amb diàmetres gran i petit de 90mm i 65mm respectivament i 125mm de profunditat 
(veure Figura 6.6). 
Els recipients s’emplenen amb 30g de sòl control humit (40%WHC) a una meitat i amb 30g 
de sòl test humit (40%WHC) a l’altre, separades amb l’ajuda d’un separador. Un cop plens, 
es treu el separador i es colpegen una mica per tal d’eliminar la separació entre les dues 
meitats de sòl. Un cop tots els recipients són plens s’afegeixen els col·lèmbols. S’han afegit 
20 col·lèmbols d’entre 10-20 dies d’edat procedents del cultiu sincronitzat a cada recipient 
fent així un total de 500 individus. Finalment es tapen els recipients amb parafilm amb forats 
per tal de permetre l’intercanvi gasós i es deixen durant 48 hores a una cambra amb 
temperatura regulada a 20ºC±2ºC i a les fosques.  
Transcorregudes les 48 hores es procedeix al recompte dels organismes que s’han quedat a 
cada un dels sòls per poder extreure conclusions del seu comportament davant l’elecció 
d’un dels dos sòls que se’ls presenten mitjançant el càlcul del percentatge de repulsió de 
cada sòl en comparació amb el sòl control.  
 
Figura 6.6 Esquema il·lustratiu de la preparació de l’assaig d’allunyament de col·lèmbols 
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6.6.6. Assaig amb plantes terrestres. Germinació i creixement 
L’objectiu d’aquest assaig és determinar l’efecte dels sòls exclusivament sobre la germinació 
i creixement d’algunes espècies de plantes superiors sense entrar a l’avaluació dels 
possibles efectes crònics. La informació per la realització d’aquest assaig es troba a la guia 
OECD 208 [11]. 
Es decideix testejar 3 espècies de plantes diferents amb 4 rèpliques de cada espècie per a 
cada un dels 5 sòls. Això requereix d’un total de 60 recipients. En aquest cas els recipients 
utilitzats han estat 48 testos tronco piramidals de base quadrada i 12 testos tronco-cònics 
amb les dimensions que es mostren a la Figura 6.7. Les tres espècies de plantes amb les 
que es realitza l’assaig són: Brassica rapa, Trifolium pratense i Lolium perenne.  
El primer pas per la preparació de l’assaig és afegir aigua destil·lada als sòls per tal d’assolir 
el 45% de la WHC. A continuació s’omplen 12 testos amb cadascun dels sòls i seguidament 
es planten 5 llavors de cada espècie als seus corresponents testos. Per acabar 
s’introdueixen tots els recipients dins d’una cambra amb la temperatura regulada a 24º±2ºC i 
amb un cicle de llum:foscor de 16h:8h durant 21 dies. Es fa un seguiment diari de l’evolució 
on s’enregistren el nombre de plantes nascudes, qualsevol anomalia detectada i es reajusta 
la humitat del sòl de cada test. 
Al final de l’assaig es talla la part aèria de les plantes nascudes a cada recipient i s’anota el 
seu pes fresc. Amb les dades observades durant tot l’assaig es determinen el percentatge 
de germinació, de pes fresc i d’anomalies detectades respecte del sòl control, la qual cosa 
permetrà quantificar l’efecte de cada sòl sobre la germinació i creixement de les espècies 
tractades. 
 
Figura 6.7 Esquema explicatiu de la disposició de l'assaig de plantes terrestres 
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6.7. Assaigs ecotoxicològics aquàtics 
Mitjançant la lixiviació es pot veure com interaccionen el medi terrestre i l’aquàtic observant 
quina fracció de la contaminació d’un medi podria passar a l’altre. A continuació s’expliquen 
un a un els assaigs realitzats amb la part lixiviada dels sòls de treball. De la mateixa manera 
que amb els assaigs de sòl, l’objectiu d’aquests és el d’observar i quantificar el seu efecte 
sobre algunes espècies aquàtiques comunes. Per veure una taula resum dels assaigs 
realitzats amb els lixiviats consultar l’Annex D. 
6.7.1. Assaig de toxicitat aguda amb cladòcers (Daphnia magna) 
Aquest assaig consisteix en un contacte curt i intens del cladòcer d’aigua dolça Daphnia 
magna amb els lixiviats obtinguts de cada sòl per tal de veure la mortalitat que provoquen en 
la població. L’assaig s’ha basat a la guia OECD 202 [12] i s’ha preparat a través del kit 
comercial Daphtoxkit de l’empresa MicroBioTests Inc. Té una durada de 48h i consta de 2 
tipus de control: el lixiviat provinent del sòl control i el medi de dilució.  
Primerament s’obtenen els organismes d’assaig i el medi aquós de dilució segons les 
indicacions del kit especialment preparat per aquesta finalitat (veure capítol 6.4.4). Els 
recipients utilitzats també s’obtenen d’aquest kit. S’estudien 7 concentracions de lixiviat amb 
4 rèpliques per concentració. Es dilueixen els lixiviats en medi de dilució en les següents 
proporcions (v/v): 1%, 2,2%, 4,8%,10%, 22%, 48% i 100%. A continuació s’afegeixen 10 ml 
de les solucions test als recipients corresponents i després 5 Daphnia magna per rèplica fent 
un total de 140 individus per lixiviat (veure Figura 6.8). Durant les 48h que dura l’assaig es 
mantenen els recipients a la cambra amb una temperatura regulada a 20ºC±2ºC, en foscor 
constant i tapades hermèticament. 
Es determina visualment la supervivència a les 24h i a les 48h. Finalment s’obté una taxa de 
mortalitat en base a la supervivència detectada i es compara amb el lixiviat provinent del sòl 
control. 
 
Figura 6.8 Esquema il·lustratiu de la disposició de l'assaig amb Daphnia magna només per 
un lixiviat 
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6.7.2. Assaig d’inhibició del creixement d’algues (Selenastrum 
capricornutum) 
L’objectiu d’aquest assaig és avaluar la fitotoxicitat dels lixiviats d’estudi basant-se en l’efecte 
d’inhibició del creixement de les algues de l’espècie Selenastrum capricornutum. Les 
indicacions per la seva realització es recullen a la guia de la OECD 201 [13]. Té una durada 
de 72 hores, la concentració d’algues es determina per Densitat Òptica (DO) mitjançant 
espectrofotometria i consta de 3 tipus de control: control del color, control del creixement 
òptim i el lixiviat provinent del sòl control. El control del color serveix per restar la influencia 
de la terbolesa a la lectura amb l’espectrofotòmetre. El control del creixement òptim serveix 
per determinar el creixement esperat sense cap mena de contaminació del medi. Per últim, 
el control provinent del sòl control o testimoni, que en aquest cas fa tant de control com de 
substància test també serà comparat amb el control de creixement òptim. 
Els recipients utilitzats en aquest cas són tubs d’assaig. Es preparen 7 concentracions 
diferents per cada lixiviat i 2 rèpliques per cada una. A més, cal preparar una sèrie pel 
control del color i 4 tubs addicionals pel control del creixement òptim dels quals es mesura la 
DO de dos d’ells a les 0 hores i dels altres dos a les 72 hores. Els tubs test s’omplen amb el 
lixiviat corresponent, el medi de dilució i amb 1mL d’inòcul que conté una concentració 
d’algues de 105 cel/mL. Els tubs pel control del color s’omplen amb lixiviat i medi de dilució. 
Els 4 tubs del control de creixement òptim s’omplen amb 9ml de medi de dilució i 1mL 
d’inòcul amb una concentració de 105 cel/mL. En tots els tubs la quantitat de líquid afegit són 
10mL i per tant la concentració inicial d’algues als tubs és de 104 cel/mL en comptes de les 
105 cel/mL que hi ha a l’inòcul. Les quantitats afegides en cada cas es poden veure a la 
Taula 6.1. 
Un cop plens tots els tubs, es tapen amb cotó fluix i es col·loquen sobre un agitador orbital 
per tal de mantenir les algues en suspensió, a una temperatura de 20ºC±2ºC i amb 
il·luminació constant d’entre 4000-5000lux d’intensitat. 
Taula 6.1 Quantitats afegides a cada tub expressades en [mL] i en % en volum. S’observa que el total de 
volum afegit és sempre de 10ml. 
 Concentracions test 
 90% 32% 10% 3,2% 1% 0,32% 0,1% 
mL lixiviat 9 3,2 1 3,2 1 3,2 1 
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Al final, es llegeix la DO de tots els tubs mitjançant l’espectrofotometria amb longitud d’ona 
λ= 665nm, valor de longitud d’ona per la qual es detecta la major absorbància pel pigment 
de les algues la qual ve determinada fonamentalment per clorofil·la. Aquesta DO es 
transforma a concentració [cel/mL] mitjançant la recta d’absorbància (Eq. 6.1) per així poder 
calcular el percentatge d’inhibició de creixement per a cada lixiviat (Eq. 6.2). 
 
𝐷𝑂 = 4 · 10!! +   0,0027      [!"#!"] 
 
%𝐼! = 𝑌! − 𝑌!𝑌! 𝑥100 
on  
%IY: Percentatge d’inhibició del creixement 
YC: Valor mig de la diferència de la biomassa del grup control del creixement òptim 
YT: Valor mig de la diferència de la biomassa per a cadascuna de les concentracions 
d’assaig 
A l’Annex E es pot veure un recull de fotografies de la preparació dels assaigs realitzats tant 
de medi terrestre com d’aquàtic. 
mL medi 0 5,8 8 5,8 8 5,8 8 
mL inòcul 1 1 1 1 1 1 1 
 Sèrie control del color 
 90% 32% 10% 3,2% 1% 0,32% 0,1% 
mL lixiviat 10 3,2 1 3,2 1 3,2 1 
mL medi 0 6,8 9 6,8 9 6,8 9 
mL inòcul 0 0 0 0 0 0 0 
(Eq. 6.2) 
(Eq. 6.1) 
Estudi ecotoxicològic de sòls amb presència de metalls  Pg. 37 
 
6.8. Mètodes estadístics utilitzats 
Les dades obtingudes experimentalment s’han tractat amb diversos mètodes estadístics per 
tal de poder discutir posteriorment els resultats d’una manera totalment objectiva i fiable. Per 
la realització d’aquest tractament s’ha utilitzat el software Minitab16 i el SPSS Statistics 22 
de IBM. A continuació es mostren breument les eines emprades. En tots els casos la 
hipòtesi nul·la és rebutjada per a un nivell de confiança del 95% 
a) Estadística descriptiva 
Aquest anàlisi previ es fa amb la finalitat de descriure formalment la naturalesa de les 
dades recollides, detectar possibles dades anòmales que puguin influir en els resultats i 
comprovar la normalitat de les mostres. En concret es determina: 
- Mitjana 
- Desviació estàndard de la mostra  
- Test de normalitat 
- Homogeneïtat de la variància  
El test de normalitat i la homogeneïtat de la variància són condicions necessàries per poder 
realitzar l’anàlisi de la variància (ANOVA) per això s’ha comprovat que tots els grups de 
dades compleixin aquests requisits. 
 
b) Anàlisis de la variància 
L’anàlisi de la variància (ANOVA) permet determinar la homogeneïtat de la mostra i 
també detectar diferències significatives entre les respostes dels diferents sòls al mateix 
tractament. Amb aquesta finalitat s’ha realitzat la ANOVA d’un únic factor i en els casos 
on s’han detectat diferències s’ha aplicat el test post hoc de Tuckey per tal d’estudiar-les 
amb més detall. 
c) Anàlisi probit 
L’anàlisi probit permet trobar la toxicitat relativa d’una substància als organismes vius. 
Després de sotmetre’ls a diferents concentracions de la substància en qüestió, el probit 
analitza la resposta observada que es sempre binomial (ex. inhibició/no inhibició) i en fa 
una regressió obtenint una taula de probabilitat per a la resposta. Aquest anàlisi s’ha 
pogut dur a terme únicament per l’assaig d’inhibició del creixement d’algues i ha permès 
obtenir la concentració de lixiviat la qual, amb un 95% de confiança, causarà un 50% 
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d’inhibició del creixement de les algues a les 72 hores d’exposició (CI50 72h) i un interval 
de confiança del 95% per a la predicció d’aquesta concentració. 
d) Test exacte de Fischer 
Aquest test s’ha realitzat als assaigs d’allunyament de cucs i de col·lèmbols per 
determinar la significança estadística de l’allunyament per a cada parella de sòls. Aquest 
test compara la distribució dels organismes de cada rèplica amb la distribució esperada 
en el cas de que no existeixi allunyament. Per al cas de la parella control – test només 
s’utilitza una distribució amb una cua ja que només s’estudia la resposta d’allunyament 
respecte del sòl test i la hipòtesi nul·la significa que no existeix allunyament. En canvi, 
pel cas de la parella control – control s’utilitza una distribució de doble cua. En aquest 
cas la hipòtesi nul·la respon a una distribució igual entre les dues meitats.  
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7. Resultats obtinguts 
7.1. Caracterització dels sòls 
 Els resultats de l’anàlisi físic-químic dels sòls es mostra a la Taula 7.1 S’ha trobat una alta 
concentració de mercuri a tots els sòls excepte al sòl control mentre que les concentracions 
trobades per la resta de metalls pesants són relativament baixes i no sobrepassen els valors 
de referència dels sòls de Castilla la Mancha (Taula 7.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	  
Control	   Entredicho	   Almadén	   Almadenejos	   Las	  cuevas	  
	  pH	   5,18	   3,6	   5,86	   5,13	   5,01	  
	  
Textura	   	  Franc	   Argila	  	  
	  “Migajon”	  
llimós	   Arenós	  
	  	  “Migajon”	  
llimós	  
	  Argila	  (%)	   	  20	   	  55,6	   11,1	  	   	  13	   	  16,8	  
	  Llim	  (%)	   	  25	   	  33,3	   	  48,2	   	  21,7	   	  41,6	  
	  Arena	  (%)	   	  55	   	  11,1	   	  40,7	   	  65,3	   	  41,6	  
	  EC(μS/cm)	   462±180	   101±9	   113±31	   157±17	   60±12	  
	  TOC(%)	   9,34±1,56	   4,42±0,89	   1,9±0,08	   1,95±0,47	   5,43±0,32	  
	  WHC(%)	   32,24	   35,89	   49,29	   40,15	   46,89	  
	  
Humitat	  inicial	  
(%)	   5,49	   7,98	   15,76	   5,73	   6,15	  
Valors	  
referència	  
(mg/kg)	  
Cr	  (mg/kg)	   0,57	   1,3	   1,72	   0,37	   0,57	   113,4	  
Cu	  (mg/kg)	   5,9	   11,12	   33,01	   10,26	   10,13	   27	  
Hg	  (mg/kg)	   0,11	   73	   124	   116	   1287	   1*	  	  
Soluble(H2O)	   -­‐	  
0,021±0,02
3	   0,042±0,038	   0,039±0,010	   <LOD(0)	  
Intercanviable	   -­‐	  
0,058±0,07
2	   0,18±0,095	   0,045±0,055	   0,46±0,12	  
Carbonats	   -­‐	  
0,045±0,02
3	   2,58±0,24	   5,00±2,63	   0,43±0,56	  
Soluble(6M	  HCl)	   -­‐	   15,3±4,7	   27,3±7,1	   49,5±13,1	   77,8±35,4	  
Oxidable	   -­‐	   10,2±3,5	   27,8±1,6	   26,0±3,7	   311±96	  
Residu	  final	   -­‐	   48,0±4,0	   66,1±9,7	   35,7±14,1	   897±173	  
Pb	  (mg/kg)	   7,94	   7,94	   25,99	   25,08	   14,43	   44,2	  
Zn	  (mg/kg)	   3,57	   5,92	   31,04	   10,61	   12,18	   86,5	  
Ni	  (mg/kg)	   <0,05	   0,11	   0,56	   1,06	   0,55	   42,6	  
Cd	  (mg/kg)	   <0,02	   <0,02	   0,09	   0,02	   0,03	   4,4	  
 Taula 7.1 Taula resum de la caracterització dels sòls d'estudi. Font valors de referència: R. Jiménez 
Ballesta et al. (2010) [14]. *- Font: REAL DECRETO 1310/1990. de 29 de octubre, por el 
que se regula la utilización de los lodos de depuración en el sector agrario. 
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7.2. Caracterització dels lixiviats 
Els resultats de l’anàlisi químic dels lixiviats de cada sòl es veuen a la Taula 7.2. La lixiviació 
del mercuri en tots els casos és inferior al límit de detecció de l’aparell de mesura el qual 
resulta realment baix. En canvi, el crom i el coure sí presenten una solubilitat major. 
	  
Lixiviat	  
	  
L.Control	   L.Entredicho	   L.Almadén	   L.Almadenejos	   L.Las	  cuevas	  
pH	   6,35	   5,67	   7,04	   7,74	   7,25	  
EC(μS)	   179,4	   71,7	   190,5	   170,1	   107,5	  
TOC	  
(mg/L)	   32,64	   12,49	   54,95	   31,97	   45,59	  
Cr	  
(μg/L)	   20	   3,66	   10,74	   4,41	   4,27	  
Cu	  
(μg/L)	   <5,00	   <5,00	   16,53	   16,28	   17,75	  
Hg	  
(μg/L)	   <1,00	   <1,00	   <1,00	   <1,00	   <1,00	  
Pb	  
(μg/L)	   <1,00	   <1,00	   5,73	   6,8	   <1,00	  
Zn	  
(μg/L)	   <100,00	   <100,00	   250	   <100,00	   <100,00	  
Ni	  
(μg/L)	   <2,50	   <2,50	   <2,50	   <2,50	   <2,50	  
Cd	  
(μg/L)	   <0,50	   <0,50	   <0,50	   1,27	   <0,50	  
 
7.3. Resultats assaigs amb medi terrestre 
• Toxicitat aguda en cucs de terra (Eisenia fetida) 
No s’ha observat mortalitat en cap sòl a excepció del d’Entredicho pel qual s’ha enregistrat 
una mortalitat del 5% a t=14dies d’exposició. Tampoc no s’han apreciat lesions ni 
comportaments anòmals en els individus. No obstant, analitzant la variació de pes (Figura 
7.1) dels individus vius per cada sòl sí es detecten diferencies significatives en el seu 
comportament sent altre vegada els cucs exposats al sòl Entredicho els que presenten una 
major disminució de massa (19,8%) contrastant amb l’augment de massa dels sòl 
d’Almadén (2,7%), Almadenejos (4%) i Las Cuevas (7,6%). Els individus exposats al sòl 
control també presenten una disminució (7%) de pes però aquesta és significativament 
menor que la del sòl Entredicho.  
Taula 7.2 Taula resum de la caracterització dels lixiviats d’estudi. 
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• Efectes sobre la reproducció dels cucs de terra (Eisenia fetida) 
Als 28 dies d’exposició els efectes sobre els cucs adults s’han mesurat en mortalitat i 
variació de pes. Pel que fa a la mortalitat se ni ha enregistrat un 15% en el sòl 
d’Almadenejos i un 5% pel sòl de Las Cuevas. Respecte a la variació de pes, la disminució 
més forta ha estat la dels cucs exposats al sòl d’Entredicho (43,27%) en contrast amb la 
resta de sòls on els cucs o bé han mantingut el pes (sòl control) o bé l’han augmentat (veure 
Figura 7.2A). 
En quant als efectes en la reproducció han estat en general favorables com es pot veure a la 
Figura 7.2B. Els sòls que han presentat un nombre de nounats més petit han estat el sòl 
control i el sòl control artificial (ISO) amb l’excepció del sòl de l’Entredicho on no ha nascut 
cap individu. 
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Figura 7.1 Test de toxicitat aguda amb cucs. Mitjana (± SD) de la variació de pes (entre t=0d i t=14d) 
dels individus vius. Les lletres minúscules denoten les diferències estadístiques entre els 
sòls de tal manera que aquells que no comparteixen cap lletra es comporten 
significativament diferent. (ANOVA test, Tuckey post hoc test, p<0,05). 
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• Tendència d’allunyament dels cucs de terra (Eisenia fetida) 
Tot i les característiques nocives dels sòls d’estudi, els resultats d’aquest assaig presenten 
una atracció molt forta (d’entre el 76% i el 88%) cap als sòls contaminats. És a dir, quan se’ls 
presenta la possibilitat d’escollir entre un sòl artificial no contaminat i el sòl test en tots els 
casos els cucs han preferit el sòl test excepte en el cas del sòl Entredicho el qual sí que 
presenta allunyament, la qual cosa significa que els cucs de terra s’han decantat pel sòl 
control (artificial). La significança tant de l’atracció com de l’allunyament s’ha avaluat a través 
del test Fischer. En aquest cas no ha mort cap individu ni tampoc s’ha enregistrat cap lesió 
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Figura 7.2 Efectes en la reproducció dels cucs de terra. (A) Mitjana (± SD) de la variació de pes dels 
individus adults vius a t=28d. *- Marca aquells sòls que han presentat mortalitat. (B) 
Nombre total de nounats  (±	 SD) recomptats a cada sòl.  Les lletres minúscules denoten 
les diferències estadístiques entre els sòls de tal manera que aquells que no comparteixen 
cap lletra es comporten significativament diferent. (ANOVA test, Tuckey post hoc test, 
p<0,05). 
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en els organismes d’assaig. A més, tal i com s’indica a la Figura 7.3, no s’observen 
diferències significatives entre l’atracció presentada pels quatre sòls. 
 
• Toxicitat aguda amb col·lèmbols (Folsomia candida) 
Tal i com es pot observar a la Figura 7.4 els cinc sòls d’estudi presenten una certa mortalitat 
pels col·lèmbols sent el sòl d’Entredicho el que ha enregistrat la mortalitat més elevada 
(60%). Tot i així, amb un valor de p=0,058 a l’ANOVA, no es rebutja la hipòtesi nul·la i 
s’assumeix que entre els 5 sòls no existeixen diferències significatives en quant a l’índex de 
mortalitat. 
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Figura 7.3 Test d'allunyament amb cucs de terra. Mitjana (±SD) del percentatge d’allunyament/atracció 
dels cucs de terra. Les lletres minúscules denoten les diferències estadístiques entre els 
sòls de tal manera que aquells que no comparteixen cap lletra presenten diferències 
significatives entre ells. (ANOVA test i Tuckey post hoc test, p<0,05). 
 
Figura 7.4 Test de toxicitat aguda amb col·lèmbols. Mitjana (±SD) del percentatge de 
mortalitat dels col·lèmbols als diferents sòls. ANOVA test amb un p-valor=0,058, 
no es detecten diferències significatives entre els índexs de mortalitat als sòls. 
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• Tendència d’allunyament dels col·lèmbols (Folsomia candida) 
En tots els casos els col·lèmbols han mostrat sensibilitat al tractament i han escollit el 
sòl control artificial allunyant-se dels sòls d’estudi excepte pel cas del sòl d’Almadenejos 
el qual no presenta allunyament significatiu segons el test de Fischer i per tant es 
considera zero (veure Figura 7.5). L’anàlisi de la variància (ANOVA) detecta diferències 
significatives entre la resposta dels col·lèmbols a cadascun dels sòls (p<0,05) i el 
Tuckey post hoc test determina que existeix una diferència significativa entre el sòl 
Entredicho (83,84%) i el sòl d’Almadén (24%). Pel que fa a la mortalitat no ha superat el 
20% en cap sòl, sent la més elevada l’enregistrada al sòl d’Almadenejos (16,25%). 
Tampoc no s’han observat lesions ni anomalies en els individus. 
 
• Efectes sobre la germinació i creixement de plantes terrestres (Lolium, Trifolium i 
Brassica) 
El percentatge de germinació (Figura 7.6 A) no difereix estadísticament entre els sòls 
(ANOVA test, p=0,578) ni tampoc s’han trobat diferències estadístiques entre els sòls 
pel que fa al creixement de les plantes (Figura 7.6 B; ANOVA test p=0,313). Tot i així, 
els resultats mostren un desenvolupament molt baix per les plantes exposades al sòl 
d’Entredicho i al sòl control. Per altra banda, sí que es troben diferències estadístiques 
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Figura 7.5 Test d’allunyament amb col·lèmbols. Mitjana (±SD) del percentatge d’allunyament dels 
col·lèmbols exposats als diferents sòls. Les lletres minúscules denoten les diferències 
estadístiques entre els sòls de tal manera que aquells que no comparteixen cap lletra 
presenten diferències significatives entre ells. *- Allunyament zero segons el test de 
Fischer (p=0,471). (ANOVA test i Tuckey post hoc test, p<0,05). 
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entre les espècies de plantes tant per la germinació com pel creixement sent l’espècie 
Trifolium la que presenta la capacitat de germinació més baixa (35%) i la que menys es 
desenvolupa (0,126g) i la Brassica la que més es desenvolupa (1,67g) tot i que no hi ha 
diferències per la capacitat de germinació entre Lolium i Brassica. Aquestes diferències 
han estat identificades mitjançant l’ANOVA test sempre rebutjant la hipòtesi nul·la per 
p<0,05 i el test post hoc de Tuckey. 
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Figura 7.6 Efectes sobre la germinació i creixement de plantes terrestres. (A) Mitjana (±SD) del 
percentatge de germinació de cada espècie de planta als sòls. (B) Mitjana (±SD) del pes 
total en fresc de les plantes de cada espècie a cada sòl per tal de quantificar el seu 
creixement. (ANOVA test, p>0,05 tant per (A) com per (B)). 
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7.4. Resultats assaigs amb medi aquàtic 
• Toxicitat aguda en cladòcers (Daphina magna) 
Els cladòcers d’estudi no han presentat mortalitat per cap concentració de lixiviat  ni a les 24 
hores ni a les 48 hores.  
• Inhibició del creixement d’algues (Selenastrum capricornutum) 
Tots els lixiviats han mostrat toxicitat per les algues inhibint el seu creixement sense 
diferències estadístiques en la inhibició entre lixiviats (ANOVA test p=0,863). Mitjançant 
l’anàlisi probit s’ha determinat la concentració de lixiviat que causa el 50% d’inhibició del 
creixement a les 72 hores d’exposició (a partir d’ara CI50 72h) així com un interval de 
confiança del 95% per al valor d’aquesta mitjana (veure Figura 7.7). Els valors d’aquesta CI50 
72h són per ordre d’esquerra a dreta i expressats en v:v: 5,9; 13,9; 7,8; 18,8 i 4,5. A l’Annex 
D es poden veure les equacions obtingudes de les rectes de regressió per a cada lixiviat les 
quals permeten calcular la CI50 72h. 
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Figura 7.7  Inhibició del creixement d’algues. CI50(72h) ± CI95%, concentració (v:v) de lixiviat que  
causa el 50% d’inhibició del creixement de algues d’estudi ±	 interval de confiança estimat 
per a la CI50(72h). (IBM SPSS probit analisys). 
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8. Discussió dels resultats 
Les concentracions de mercuri totals trobades als sòls d’estudi i les diferents fraccions 
determinades estan en concordança amb els valors trobats per estudis anteriors en sòls de 
la mateixa zona [15][16] i [17]. A més, es detecta la major concentració de mercuri en el sòl 
amb major quantitat de matèria orgànica (sòl Las Cuevas), degut a la gran afinitat del Hg2+ 
pels grups tiol i carboxil de la matèria orgànica [18]. Pel que fa a la resta de metalls pesants, 
no totes les concentracions es troben en el mateix ordre de magnitud que les trobades per 
Sánchez et al. [19]. En concret, les concentracions trobades per la resta d’elements traça no 
sobrepassen els valors de referència per la comunitat de Castilla-La Mancha establerts per 
Jiménez et al. [14]. 
La lixiviació del mercuri ha resultat inferior al 47,6% del mercuri present a la fracció soluble 
dels sòls que a la vegada no representa ni l’1% del mercuri total. Per tant la lixiviació de 
mercuri d’aquests sòls no suposa un risc molt elevat per al compartiment aquàtic aspecte 
que també documenta Lominchar et al [17] on es troben uns valors de mercuri lixiviable molt 
baixos (0,02% del mercuri total) per a uns sòls procedents d’una zona propera a la estudiada 
en aquest projecte. No obstant, els percentatges de lixiviació de la resta de metalls pesants 
no segueixen un patró comú i en certs casos representen percentatges de lixiviació no 
menyspreables com el Crom pel cas del sòl control (35%), el Zinc al sòl d’Almadén (8%) o 
els 0,16 mg/kg més o menys constants del Coure. Aquests valors de lixiviació podrien 
suposar un risc per la contaminació de les aigües subterrànies en casos d’altes 
concentracions en els sòls de partida.  
Malgrat l’elevada concentració de mercuri present als sòl d’estudi, els assaigs realitzats no 
han mostrat toxicitat significativa per cap dels organismes terrestres d’estudi. Es creu que 
això es deu a la poca biodisponibilitat del mercuri ja que estudis anteriors amb sòls de la 
zona d’Almadén ja documenten aquesta observació com ara Lominchar et al [17], 
Colacevich et al [20] o Millán et al [15]. El mercuri present al sòl i lligat a la MO es podria 
haver acumulat als intestins dels organismes, l’acumulació del mercuri als intestins i a la pell 
dels cucs de terra Lumbricus terrestris ha estat documentada per Colacevich et al [20] amb 
sòls procedents de la mateixa zona. La mortalitat no ha estat significativa ni per cucs ni per 
col·lèmbols. L’assaig d’allunyament amb cucs no revela cap tipus de repulsió dels cucs vers 
els sòls contaminats de mercuri a excepció del cas del sòl d’Entredicho del qual s’allunyen 
significativament. La raó d’aquest comportament pot recaure altre cop sobre la 
biodisponibilitat ja que el sòl de l’Entredicho té un pH bastant àcid la qual cosa facilita una 
major disponibilitat dels metalls pesants [21].  En canvi, els col·lèmbols Folsomia candida 
s’han mostrat més sensibles a l’assaig d’allunyament que no pas els cucs i sí han mostrat 
repulsió respecte als sòls test allunyant-se’n de manera significativa. Lock et al [22] també 
Pg. 48  Memoria 
 
documenta aquesta major sensibilitat dels col·lèmbols respecte dels cucs pels cas dels 
assaigs de toxicitat aguda i reproducció. L’assaig sobre els efectes en la reproducció dels 
cucs de terra tampoc no ha mostrat inhibició en la reproducció sinó més aviat tot el contrari 
ja que als sòls d’Almadén, Almadenejos i Las Cuevas el nombre de nounats ha superat el 
dels sòls control, Entredicho i control artificial. Aquest resultat difereix del trobat per Lock et 
al. [22] on s’estima una concentració de mercuri causant del 50% d’inhibició de la 
reproducció de 9,1 mg Hg / kg. Aquesta diferència pot ser perquè en l’estudi mencionat es 
va utilitzar sòl control contaminat només amb mercuri i en canvi aquest projecte estudia sòls 
naturals amb presència no només de mercuri sinó amb una barreja de metalls i amb 
condicions texturals i de pH molt diferents les quals, com ja s’ha esmentat anteriorment, 
influeixen en la toxicitat i disponibilitat dels elements. La diferència en la toxicitat entre els 
sòls artificials i els naturals també està documentada per Spurgeon et al.[23] on es testegen 
el cadmi, el coure, el plom i el zinc individualment en sòls artificials i després en sòls naturals 
amb presència d’aquests metalls. L’estudi conclou que elements com per exemple el zinc 
han resultat fins a 10 vegades més tòxic als sòls artificials que als naturals justificant aquest 
resultat com a fruit de la menor disponibilitat dels metalls als sòls naturals. 
Pel que respecta als resultats de l’assaig amb plantes terrestres no s’han trobat diferències 
significatives entre sòls però sí entre espècies. L’espècie Trifolium pratense seria la menys 
adient per  a futurs assaigs amb sòls de textura argilosa ja que aquests sòls es caracteritzen 
per tenir una petita fracció d’aigua disponible tot i tenir una elevada WHC, característica que 
ha produït gairebé el 100% d’inhibició tant de la germinació com del creixement d’aquesta 
espècie, camuflant així els efectes de la presència de metalls. Addicionalment, el poc 
creixement de les tres espècies al sòl control pot ser degut a la seva elevada conductivitat 
elèctrica, aquesta característica és una mesura de la quantitat de sals solubles al sòl, el que 
disminueix també la quantitat d’aigua disponible per a les plantes i en limita el seu 
creixement. 
Les algues Selenastrum capricornutum mostren una alta sensibilitat a la presència de 
metalls pesants. El cas més desfavorable es dóna al lixiviat del sòl d’Almadenejos tot i que 
tots els lixiviats segueixen el mateix patró de comportament donat que no s’han trobat 
diferències estadístiques significatives entre ells. Alguns autors com Banegas et al [24] i 
Errécalde [25] han documentat la sensibilitat de les algues al Cu, al Cd i al Zn amb resultats 
de les CI50 similars als trobats en aquest estudi. Cal esmentar que un mètode d’anàlisi 
químic amb major resolució pel Cu i el Zn per tal d’obtenir la concentració exacta d’aquests 
metalls als lixiviats hagués facilitat la comparació numèrica de les CI50 (72h) obtingudes 
amb la dels altres assaigs. El cladòcer Daphnia magna en canvi no és tan sensible a la 
presència de metalls al medi, aspecte que també corroboren Gaete et al [26] i Barahona et 
al [27]. Tot i que les quantitats de metalls lixiviades per als sòls d’aquest projecte han estat 
insuficients per apreciar cap efecte sobre les dàfnies, altres estudis de toxicitat crònica amb 
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Daphnia magna esmenten el caràcter additiu de la barreja de metalls sobre l’efecte tòxic 
vers la població de cladòcers i que aquesta toxicitat no només afecta a la supervivència 
individual sinó també al creixement poblacional Enserink et al [28] i Abel [29].  
Cada assaig i espècie ha mostrat una sensibilitat diferent a l’hora de mesurar la qualitat dels 
sòls i d’identificar diferències significatives entre ells. A fi de determinar quin és el bioassaig 
més indicat per a l’avaluació de la contaminació del sòl per mercuri es classifiquen els 
assaigs realitzats amb medi terrestre en ordre descendent de sensibilitat vers la presència 
de mercuri de la següent manera: 
Allunyament col·lèmbols > Reproducció cucs > Toxicitat aguda col·lèmbols > Plantes 
terrestres >  Allunyament cucs > Toxicitat aguda cucs 
La mateixa situació de diferència entre la magnitud de la resposta observada s’ha donat pels 
assaigs amb lixiviats on l’assaig amb algues unicel·lulars ha resultat molt més sensible a la 
presència de metalls pesants que no pas l’assaig amb dàfnies [26] [27]. En aquest cas no es 
pot dir que la inhibició del creixement de les algues hagi estat provocada únicament per la 
presència de mercuri sinó més aviat per la barreja present de metalls pesants (p.ex. Cd, Cu 
o Zn).  
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9. Avaluació de l’impacte mediambiental  
Per avaluar l’impacte ambiental de la realització d’aquest projecte s’analitzen els perills que 
suposa l’ús d’algunes substàncies utilitzades en alguna fase del projecte. Aquesta avaluació 
es basa en la normativa vigent a la Unió Europea relativa al registre, l’avaluació, 
l’autorització i la restricció de les substàncies i barreges químiques (Registration, Evaluation, 
Authorisation and restriction of Chemicals, REACH) i utilitzant la codificació del reglament 
sobre la classificació, etiquetatge i envasat de substàncies i barreges (Classification, 
Labelling and Packaging, CLP). 
El REACH es va aprovar el 18 de desembre del 2006 al Reglament (CE) nº 1907/2006 del 
Parlament Europeu i del Consell. Aquest reglament suposa una reforma total del marc 
legislatiu sobre substàncies i barreges químiques a la Unió Europea i té com a principal 
objectiu garantir un alt nivell de protecció de la salut humana i el medi ambient. El CLP es va 
aprovar al 2008 al Reglament (CE) nº 1272/2008 i va entrar en vigor al gener del 2009. 
Aquest reglament ofereix un conjunt de criteris harmonitzats sobre el perill de les 
substàncies químiques. 
A la següent Taula 9.1 es pot veure com aquesta normativa classifica i etiqueta les 
substàncies que s’han utilitzat en la realització d’aquest projecte. 
 Perill 
Substància química Classificació Etiquetatge 
Acetona H225, H319, H336 
    
Etanol H225 
 
HNO3 H272, H314 
   
A la següent Taula 9.2 es pot veure el significat dels codis esmentats a la Taula 9.1 anterior. 
Taula 9.1 Classificació i etiquetatge dels perills de les substàncies químiques utilitzades en la 
realització del projecte 
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Codi  Significat 
H225  Líquid i vapors molt inflamables 
H272  Pot agreujar un incendi. Comburent. 
H314  Provoca cremades greus a la pell i lesions oculars greus. 
H319  Provoca irritació ocular greu. 
H336  Pot provocar somnolència o vertigen. 
Pel que fa a la gestió dels residus generats per l’activitat s’inclou en aquest apartat el que es 
coneix com a bones pràctiques per part de la institució. L’empresa encarregada de la gestió 
dels residus generats com envasos de plàstic, envasos de vidre, residus líquids, residus 
sòlids etc. ha estat ECOCAT, l’empresa encarregada de la gestió dels residus dels 
laboratoris de la UPC. Els contenidors destinats a l’emmagatzematge d’aquests residus són 
tots de polietilè d’alta densitat HDPE. A la Figura 9.1 es poden veure alguns dels recipients 
utilitzats per l’emmagatzematge dels residus derivats de l’activitat del projecte.  
   
Taula 9.2 Descripció del significat dels codis de perill de les substàncies descrits per la CLP 
Figura 9.1 A la imatge de l’esquerra es mostra el bidó blau el qual s’ha utilitzat per l’emmagatzematge 
dels residus sòlids com els sòls d’estudi al final d’algun assaig, els recipients de plàstic 
utilitzats per manipular els sòls i els lixiviats o per residus de vidre. A la imatge de la dreta 
es mostra l’envàs per l’emmagatzematge de residus químics líquids com ara l’àcid nítric 
utilitzat per la neteja dels recipients d’assaig. 
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10. Cost del projecte 
A l’hora de prendre decisions sobre la viabilitat d’un projecte sempre és necessari avaluar-lo 
des del punt de vista econòmic. En aquest cas el projecte ja ha estat realitzat així que en 
aquest apartat es revisaran les despeses que ha suposat i, en definitiva, quin ha estat el seu 
cost econòmic.  
S’avaluarà tots els costos classificats a les següents categories: 
1) Cost del material de laboratori: Estarà inclòs en aquest apartat tot allò que s’ha 
comprat i consumit per poder dur a terme tots els assaigs com ara recipients nous, 
productes de neteja, materials pel manteniment dels organismes d’assaig, 
components necessaris per la preparació del sòl artificial, etc. Els preus d’aquest 
material s’obté de les factures de les empreses subministradores.  
 
2) Cost del personal 
 
3) Cost dels equips de laboratori, tenint en compte l’amortització i les hores d’ús. 
 
4) Altres costos: Aquest apartat fa referència a costos derivats del subministrament de 
les mostres, l’anàlisi d’extracció seqüencial del mercuri i la determinació de la resta 
de paràmetres, els costos indirectes de l’ús del laboratori i el material fungible 
d’oficina. 
 
El detall del cost econòmic d’aquest PFC es veu a la següent Taula 10.1.  
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Cost	  de	  material	  de	  laboratori	   	  	   	  	   	  	   Total	  (€)	  
Concepte	   Quantitat	   Preu	   	  	   	  	  
Envasos	  plàstic	  de	  1,3L	   68	  u	   0,35€/u	  
	  
23,8	  
Torba	   80L	  	   9,95€/L	  
	  
9,95	  
Argila	   2,5kg	   0,73€/kg	  
	  
1,83	  
Guix	   4	  paquets	   3€/paquet	  
	  
12	  
Carbó	  actiu	   1,5kg	   18,93€/kg	  
	  
28,40	  
Pa	   30	  barres	   0,90€/barra	  
	  
27	  
Llevat	  sec	  granulat	  	   3	  paquets	   1,64€/paquet	  
	  
4,92	  
Llavors	  de	  plantes	   300	  u	   0,002€/u	  
	  
0,6	  
Daphtoxkit	   1	  u	   309,19€/u	  
	  
309,19	  
Acetona	   5L	   10,67€/L	  
	  
53,35	  
HNO3	   1L	   15,50€/L	  
	  
15,5	  
Aigua	  destil·∙lada	   300L	  
	   	  
125,22	  
Sabó	  neutre	   5L	  
	   	  
58	  
Altre	  material	  fungible	  de	  laboratori	   33,50	  
Total	  material	  laboratori	   	  	   	  	   	  	   703,26	  
Cost	  de	  personal	   	  	   	  	   	  	  
	  Concepte	   Quantitat(h)	   Preu	  (€/h)	   	  	  
	  Formació	  prèvia	  en	  laboratori	   100	   30	  
	  
3000	  
Estudi	  previ	  i	  documentació	   200	   30	  
	  
6000	  
Experimentació	   250	   18	  
	  
4500	  
Anàlisi	  dels	  resultats	   216	   30	  
	  
6480	  
Redacció	  de	  la	  memòria	   108	   30	  
	  
3240	  
Edició	  de	  la	  memòria	   63	   10	  
	  
630	  
Total	  d'hores	  invertides	   937	   -­‐	  
	   	  Total	  personal	  	   	  	   	  	   	  	   23850	  
Cost	  dels	  equips	   	  	   	  	   	  	  
	  
Equip	   Preu	  (€)	  
*Amortització	  
(anys)	   Hores	  d'ús	  
	  Espectrofotòmetre	   7000	   10	   6	   2,39	  
Centrífuga	   5500	   10	   50	   15,63	  
Campana	  esterilitzadora	   1800	   10	   3	   0,31	  
Cambra	  climatitzada	   1600	   8	   1320	   30,14	  
Analitzador	  TOC	   8500	   8	   5	   3,02	  
pH	  metre	  (elèctrode)	   1700	   10	   7	   0,68	  
Agitador	  orbital	   1800	   10	   336	   34,36	  
Nevera	   350	   6	   672	   4,47	  
Taula 10.1 Cost econòmic de la realització del projecte. *-valors de la vida útil segons el Ministeri de 
Planificació Federal Inversió Pública i Serveis del Tribunal de Taxacions de la Nació. (Juny 
2006) 
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Congelador	   800	   6	   480	   7,31	  
Balança	  precisió	   5000	   5	   20	   11,36	  
Balança	   600	   10	   350	   11,93	  
Estufa	   2000	   10	   300	   34,09	  
Total	  equips	   	  	   	  	   	  	   155,68	  
Pressupost	  d'activitat	   	  	   	  	   	  	   24.708,92	  
Altres	  costos	   	  	   	  	   	  	  
	  Costos	  de	  subministrament	  de	  mostres	   8.000	  
Despeses	  generals	  de	  laboratori	  (aigua,	  electricitat...)	   980	  
Anàlisi	  seqüencial	  del	  mercuri	  i	  altres	  paràmetres	  físic-­‐químics	   4.000	  
Material	  informàtic	  i	  fungible	  d’oficina	   275	  
COST	  TOTAL	  DEL	  PROJECTE	  (IVA	  no	  inclòs)	  
	  	   	  	   	  	  
37.963,92	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11. Cronograma 
Per tal d’avaluar la viabilitat d’un projecte no només és important l’aspecte econòmic sinó 
que resulta de vital importància saber quant de temps és necessari per finalitzar-lo i 
planificar les accions que s’hauran de realitzar per tal d’optimitzar el temps i el personal 
invertits. Per aquests motius es creu adequada la realització d’un cronograma el qual es pot 
veure a la Taula 11.1. 
Taula 11.1 Cronograma corresponent a la realització del PFC 
Activitat	  
2014	  
M
ar
ç	  
Ab
ril
	  
M
ai
g	  
Ju
ny
	  
Ju
lio
l	  
Ag
os
t	  
Se
te
m
br
e	  
O
ct
ub
re
	  
Documentació	  i	  recerca	  
d'antecedents	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Familiarització	  amb	  les	  
eines	  i	  protocols	  del	  
laboratori	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Lixiviació	  dels	  sòls	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Realització	  dels	  assaigs	  
de	  sòl	  i	  lixiviat	  
simultàniament	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Anàlisi	  i	  revisió	  dels	  
resultats	  dels	  assaigs	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Tractament	  de	  dades	  i	  
obtenció	  de	  conclusions	  
de	  l'estudi	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
Redacció	  de	  la	  memòria	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Conclusions 
Les concentracions de mercuri trobades als sòls d’estudi estan en concordança amb les 
trobades per altres autors a la mateixa zona. En concret, una elevada concentració de 
mercuri a les mostres d’estudi ja era l’esperada degut a la històrica explotació minera 
d’extracció de mercuri del districte d’Almadén. En canvi, les concentracions obtingudes de la 
resta de metalls pesants als sòls de mostra es troben per sota dels nivells esperats i de 
referència. 
L’eficiència de lixiviació del mercuri en aquest cas ha estat molt més baixa que la del coure, 
el crom i el zinc. El que significa que el mercuri acostuma a estar en formes menys solubles 
al sòl que els altres tres metalls. Pel que fa al risc de contaminació de mercuri de les aigües 
subterrànies del districte d’Almadén es pot considerar gairebé inexistent. No obstant, no es 
pot descartar el risc de contaminació pel cas del coure, el crom o el zinc. 
Segons els resultats obtinguts dels assaigs al medi terrestre es conclou que la disponibilitat 
dels elements dins la matriu edàfica determina totalment la seva toxicitat. En concret els sòls 
de mostra del districte miner d’Almadén no han resultat nocius a curt termini per la vida dels 
organismes terrestres ni per a la seva reproducció. 
La toxicitat al medi aquàtic només ha estat indicada per les algues Selenastrum 
capricornutum (actualment Pseudokirchneriella subcapitata) i s’atribueix a tota la barreja de 
metalls pesants en dissolució i no únicament al mercuri ja que aquest resulta gairebé 
inexistent.  
Les espècies més sensibles a l’hora de detectar la toxicitat de metalls pesants al sòl en han 
estat els col·lèmbols Folsomia candida i l’assaig més sensible el d’allunyament. En la 
detecció de metalls pesants als lixiviats l’espècie més sensible ha estat l’alga unicel·lular 
Selenastrum capricornutum (actualment Pseudokirchneriella subcapitata) en l’assaig 
d’inhibició dels creixement. 
Els resultats obtinguts amb els assaigs ecotoxicològics donen una informació diferent de la 
que a simple vista es podria deduir amb els resultats dels assaigs químics dels sòls d’estudi 
ja que tot i l’alta concentració de mercuri que presenten, aquesta no es troba de forma 
disponible per als organismes i no resulta mortal en aquest cas. Per tant, la gran utilitat 
d’aquest tipus d’assaigs és que serveixen de complement dels anàlisis químics i obren altres 
vies d’investigació sobre les causes que poden estar provocant els comportaments 
observats.  
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Malgrat la poca toxicitat aparent dels sòls d’estudi, cal tenir en compte que canvis en alguns 
paràmetres dels sòl (pH, textura, contingut de MO) podrien provocar un augment de la 
disponibilitat del mercuri, la qual cosa representaria un gran perill degut a l’elevada 
concentració de mercuri en els sòls.  
 
- Recomanacions per futurs treballs 
Després de l’experiència de la realització d’aquest projecte es creu convenient anotar 
algunes recomanacions per a futurs estudis ecotoxicològics amb mostres de sòl natural. Es 
poden veure a la llista següent: 
Donat que a simple vista no s’ha detectat efectes nocius a curt termini pels cucs de 
terra Eisenia fetida, es considera recomanable per a futurs assaigs ecotoxicològics 
amb metalls pesants estudiar l’acumulació d’aquests metalls als organismes ja que 
podria suposar un risc per la qualitat ecològica a llarg termini fomentant el pas 
d’aquests elements a la cadena tròfica. 
En el cas de voler realitzar un assaig ecotoxicològic amb plantes terrestres i amb 
sòls poc favorables al seu creixement per qüestions de textura o salinitat seria 
recomanable treballar amb diferents concentracions de sòl test per poder evitar que 
efectes diferents als d’objecte d’estudi influeixin decisivament en la lectura dels 
resultats. 
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